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Die Entstehung der Kynurensiiure aus Tryptophan im tierischen 
Organismus ist noch nicht ganz aufgeklirt. Man kann sie sich 
etwa so vorstellen, dass die Aminosiiure zunichst durch oxydative 
Desaminierung in Indolbrenztraubensiiure umgewandelt wird, die 
nach der geltenden Anschauung als erstes Abbauprodukt des 
Tryptophans zu erwarten ist, und dass die gebildete Indolbrenz- 
traubensaure dann durch Aufsprengung des Pyrrolrings ohne 
Verkurzung der Seitenkette in den Pyridinring ubergeht. 

So haben Ellinger und der eine von wns (Ellinger u. 
Matsuoka, 1920) versucht zu der Bildung der Kynurensaure 
dadurch beizutragen, dass das Verhalten der synthetisch dar- 
gestellten Indolbrenztraubensiure im Tierkorper gepruft wurde. 

Es gelang uns in der Tat, aus dem Harn yon einem Kaninchen, 
dem Pr-3-Indolbrenztraubensiiure subkutan eingespritzt wurde, 
Kynurensiure zu gewinnen. Wenn man aber die Menge der 
letzteren, besonders ihr Verhaltnis zum Material, in Betracht 
zieht, so ist die Moeglichkeit der Chinolinringbildung aus Try- 
ptophan unter Abspaltung des Pyrrolstickstofts und Beteiligung 
des Aminostickstoffs an der Ringschliessung noch nicht endgultig 
widerleet ; denn es kinnte eine Ruckverwandlung der Ketonsaure 
in Tryptophan und sekundir die Chinolinringbildumg in der 
fraglichen Weise erfolgen, etwa wie folgt : 
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In der Absicht, in dieser Beziehung weitere Klarheit zu schaffen, 
und zueleich, um eine neue Frage, ob die Kynurensiurebildung 
im Organismus tberhaupt in der Leber stattfinde, zu beantworten, 
haben wir es abermals unternommen, die Bildung der Kynur- 
ensdiure aus Tryptophan und Indolbrenztraubensaure, in der uber- 
lebenden Hundeleber, zu prufen. 


METHODISCHES. 


Wir bedienten uns hier des an einigen Punkten verdnderten 
O. Neubauer’schen Durchblutungsapparates (Neubauer u. 
Gross, 1910). Die Durchstromang wurde genau nach der Vor- 
schrift von Embden (1906) ausgefuhrt. Das hierbei benutzte 
Blut wurde von 2 oder 3 Hunden, unter Betéiubung durch Morphin- 
injektion, unmittelbar aus den Karotiden gewonnen. 

Das defibrinierte “und kolierte Blut wurde bei der Benutzung 
mit 1/5 Menge Ringer’scher Lésung (ohne Zucker) verdiinnt. — 

Die Substanz wurde im Beginn des Versuches in ca, 60-80 cem 
Ringer'scher Losung gelost und auf einmal dem Blut zugefiigt. 
Die Dauer der Durchblutung betrug im allgemeinen 2 Stunden. 
Am Schlusse des Versuches wurde die Leber solange mit Ringer’- 
scher Losung durchstromt, bis die Blutfarbe der von der Leber 
herauslaufenden Flussigkeit stark abnahm. 


DaRSTELLUNG DER MATERIALIEN. 


Tryptophan wurde nach der Vorschrift von Hopkins und Cole 
(1902, 1903) durch tryptische Verdauung des Blutfibrins dargestellt. 
Es schmolz bei etwa 260°C. 


~ 
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Indolbrenztraubensiure wurde aus dem azetylierten Azlakton, 
das aus Indolaldehyd und Hippursiure gewonnen wurde, durch 
Kochen mit 40%iger Natronlauge erhalten. Die aus Essigsiiure 
krystallisierte Séure wurde im Vakuum bei Temperatur des Was- 
serdamptes getrocknet, wobei die Essigsiure befreit wurde. Die 
getrocknete Saéure schmolz bei ca. 212°C. Da die Siure fast 
unloslich in Wasser ist, wurde sie in Ringer’scher Losung 
suspendiert und unter starkem Umrthren durch vorsichtigen Zusatz 
von Sodalosung in Logsung eebracht, und so verwendet. 


I. Versuch mit TRYPTOPHAN. 


Die Leber (750 g) einer Hindin yon 16,5 ke Korpergewicht 
wurde mit 1450 cem verdinntem Blut unter 12-15 mmHg Druck 
2 Stunden Jang nach dem Zusatz von 1.0 g¢ Substanz durchstrémt. 
(Tryptophan wurde in 60-80 cem Ringer’scher Lésung mittels 
einiger Tropfen Sodalosung geldst.) Also das ganze Blut muss 
20mal durch die Leber zirkuliert haben. 

Saimtliches Blut wurde mit der doppelten Menge Wasser 
verdunnt, in einer emaillierten Pfanne gekocht und filtriert. Das 
Koagulum wurde dreimal mit Wasser ausgekocht, filtriert und 
abgepresst. 

Das vereinigte Filtrat wurde auf dem Wasserbade bei neutraler 
teaktion eingedampft; das hierbei ausgeschiedene Eiweiss wurde 
abfiltriert. 

I. Das Filtrat, welches eine schwache Tryptophanreaktion mit 
Bromwasser gab, wurde bis zum Sirup eingeengt und mit heissem 
Alkohol mehrmals ausgezogen, solange der Alkohol sich farbt; die 
alkoholischen Ausztige wurden vereinigt und auf dem Wasserbade 
zur Trockne eingedampft. 

Der Ruckstand wurde mit ca. 20 ccm Wasser in einen Kolben 
gebracht und mit 25%iger Schwefelsiure angesduert. Da eine 
Ausscheidung eintrat, die bei Anwesenheit von JKynurensaure 
bemerkbar ist, wurde die Flissigkeit nach dem Zusatz von Ather 
iiber Nacht stehen gelassen. Die atherische Schicht wurde durch 
einen abermaligen Zusatz von frischem Athoer erneuert, bis sie 
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nicht mehr stark gefiirbt war. Die ausgeschiedene Substanz wurde 
auf den Filter gebracht, mit Wasser gewaschen, durch Ammoniak 
aufgelést, dann wieder mit verdunnter Salzsiure gefallt und gewogen. 

Die Substanz betrug 0,1285 g und gab alle Farbenreaktionen 
von Kynurensiure ; sie wurde in das charakteristische Baryumsalz 
(0,13876 g) ubergefihrt. 

Die Baryumbestimmung ergab folgence Zahlen : 

0,1202 g des bei 150-160°C. getrockneten Salzes gaben 0,0536 g BaSO,. 

Berechnet: Ba=26,719¢ Gefunden: Ba=26,08%. 

Die von Baryum befreite Saure schmolz nach einmaliger Um- 
kvystallisation aus 50%iger Essigsiure bei 272°C. 

IT. Die von Kynurensaure abfitrierte Flissigkeit wurde weiter 
mit Ather erschopft und mit 10°%iger Quecksilbersulfatlosung 
versetzt. Der Niederschlag hat sich als keine charakteristische 
Tryptophanfillung gezeigt; er wurde abfiltriert, mit 5%iger 
Schwefelsiiure gewaschen, in wenig Wasser suspendiert und durch 
Hinleiten von Schwefelwasserstoff zersetzt. Aus der yom Schwe- 
felquecksilber abfiltrierten Flussigkeit wurde die Schwefelsaéure mit 
Barytwasser beseitigt. Da die Flussigkeit keine Tryptophanreak- 
tion mit Bromwasser gab, wurde sie nicht weiter bearbeitet. Die 
simtliche atherische Losung wurde abdestilliert. 

ITf. Der briunliche sirupdse Ruckstand gab keine Indolreaktion. 


TI. Verrsvca mit INDOLBRENZTRAUBENSAURE. 


Die Leber (445 g) eines Hundes von 9,75 kg Korpergewicht, 
welcher nach der Morphininjektion verblutet war, wurde mit 1185 
ccm Blut nach dem Zusatz von 1,0 g Indolbrenztraubensaure 2 
Stunden lang durchstromt; also das ganze Blut hatte etwa 24mal 
durch die Leber zirkuliert. 

Saimtliches Blut wurde wie bei dem ersten Versuch verarbeitet ; 
die von ausgeschiedenein Kiweiss befreite Flissiekeit gab keine 
Tryptophanreaktion, aber eine starke Pyrrolreaktion. 

Der alkoholische Ruckstand wurde mit wenig Wasser aufgenom- 
men und durch verdtinnte Schwefelsiure angesiiuert, dann mit Ather 
uberschichtet. Die ausgeschiedene Substanz wurde nach dem Stechen- 
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lassen tiber Nacht ebenso wie im oben erwahnten Versuch behandelt. 
Die Kynurensiure betrug diesmal 0,1202 g, sie wurde in Baryum- 
salz tibergeftihrt. 

Die Baryumbestimmung ergab folgende Zahlen : 
; 0,1786 g¢ des bei 150-160°C. getrockneten Salzes gahen 0,0780 g BaSO,. 

Berechnet: Ba=26,719¢ Gefunden: Ba=26,39%, 

Nach der Umkrystallisation aus 50%iger Essigsiiure schmolz die 
Saure bei 269°C. 

Der atherische Ruckstand gab eine schwache Indolreaktion (dia 
Untersuchung dieser Fraktion ist im Gang). 


Ubersicht der Ergebnisse. 


Der Gewicht 
Durch- : der Dauer 
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ZUSAMMENFASSUNG. 

1. Kynurensiiure wird auch in der wherlebenden Leber bei 
Durchblutunge mit Tryptophan oder Indolbrenztraubensdure 
synthetisiert. 

2. Man ist vielleicht berechtigt, Pr-3-Indolbrenztraubensaure 
als Zwischenprodukt, auf dem Wege der Umwandlung des Trypto- 
phans in Kynurensiiure, anzunehmen, wenn man ihre Menge aus 
der genannten Ketonsiiure mit derjenigen aus Tryptophan verglei- 
chen will,—damit soll natiirlich nicht gesagt sein, dass Kynuren- 
siiure, die im tierischen Organismus gebildet wird, ausschliesslich 


nur auf diesem Weee gebildet wird. 
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ON THE BIOCHEMICAL STUDY OF THE RIPENING 
OF THE KAKLERUIT 1 


Chemical Composition of the Fruit I.* 
By 
SHIGERU KOMATSU and HIDENOSUKE UEDA. 
(From the Biochemical Laboratory, Kyoto Imperial University.) 

(Received for publication, March 3, 1922.) 
There are sweet and astringent varieties of the fruit of the 
Diospyros Kaki DL. ; we however, find no marked difference in the 
chemical composition of these two varieties as seen in the following 


table (Sawamura). 


Sweet variety Astringent variety 


Water 82.03 83.65 
Nitrogenous matter 0.61 0.58 
Fat 0.02 0.02 
Sugar and other vitrogen 

free extract 13.62 12.56 
Fibre and Kernels 3.29 2.76 
Ashes 0.43 0.43 


and moreover, beyond the proximate analysis incident to investi- 
gations of the food value, very little work has appeared, especially 
on the carbohydrates of the fruit (Sawamura, Parsons). Not- 
withstanding the accumulation of an exceedingly voluminous 
literature with regard to the curing and ripening processes of the 
fruit, no reliable explanation has yet been proffered and the 
problems remain partially or wholly unsolved. 

The interest to the authors lies in the transformations which 
the carbohydrates undergo in the course of metabolism under various 
external conditions and in the very nature of the ripening of the 
Kaki-fruit. 


* The expenses of this investigation were shared by the Government Depart- 


ment of Education. 
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Tn order to obtain extensive information on these subjects, the 
authors have undertaken the present investigation to determine the 
exact natare of the Carbohydrates of the fruit and if possible to 
find some chemical evidence to distinguish the two varieties. 

In the biochemical study of a fruit, as we have often found in 
the literature, its variety, growing stages and also the climate of 
the piace where the tree ig grown should be taken into considera- 
tion, owing to the liability of fruit to change in chemical composi- 
tion through these factors. 

The persimmons used in the investigations, were ripe, in the 
freshest possible conditions and’ consisted of the following strains. 
(Report Okitsu. Agri. Exp. Stat., 1912). 

(Muru-gaki (Hyakumanben, Kyoto) 
Astringent variety : J Maru-gaki: (Takano, Kyoto) 
( Meshehone (Aidz, Fukushima-Ken) 
| Kubo (Fushimi, Kyoto-Fu) 
| Puy (Kuronomura, Gifu-Ken) 

The fruit was weighed, the colyx, seed and skin carefully 
removed and weighed. The pulp was freed from seeds and the 
skin cut into small pieces with a knife, and afterwards reduced to 
a finely divided condition in a porcelain mortar; then it was placed 
in a strong sack inside a press, and the juice squeezed out. The 
insoluble cellular matter or marc contains a quantity of carbohy- 
drates, and to remove the adhering juice and soluble sugars accord- 
ing to the efficiency of the press, was digested with boiling water 
for 2 hours in a flask, shaken thoroughly, and then filtered as dry 
as possible upon a piece of silkcloth using suction. The washing 
was repeated with hot water and then the solution pressed out. 
On cooling the extracted solution, a large part of pectin was 
precipitated out in a jellylike form, and all of the pectin was 
removed from the solution by adding 909% alcohol until the per- 
centage of alcohol in the solution had rerxched 489% by weight 
avoiding the precipitation of kaki-shibu—a tannin-like substance. 
The solution filtered through a silk cloth, using suction, was 
subjected to distillation in vacuo to remove the alcohol and diluted 


Sweet variety : 
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with water and then was added a sufficient quantity of basic lead 
acetate solution in order to precipitate completely Kaki-shibu only 
from the solution, whereas sugars remain in the solution. 

The clarified solution with lead salt, and treated with hydrogen 
sulphide gas to remove an excess of lead salt, was used for the 
examination of sugars. 


I. Maru-gaki. 


The fruit of the strain is small, hard and is chiefly esteemed 
for eating after removing the unpleasant taste by a desiccating 
process in the sun. Jt was picked in the middle of October by 
one of us from a tree grown in Hyakumanben, Kyoto. 

Twenty persimmons weighing 975 gm. (49 gm. per fruit) yielded 
180 ce. expressed-juice in which 14.9 em. reducing sugar were con- 
tained calculated as d-glucose from its reducing power of Fehling’s solu- 
tion. After boiling the solution with 2% hydrochloric acid for 2 hours 
on a water bath, the reducing sugar content increased to 16 gm. 

The sugar content, however, clarifying the original juice with 
basic lead acetate, decreases to 9.9 gm. with 5 gm. loss, and the 
solution was polarized with its 509% solution in 1 dm. tube and 
indicates a} = —0.5°. 

As seen in the foregoing experiment, 180 cc. expressed-juice 
from 975 gm. fruits contains 17.4 gm. d-glucose, d-fructose and 
sucrose (0.87 gm. per fruit); 19 of total sugar is sucrose. 

The sample of 20 fruits amounting to 910 gm. (46 gm. per 
fruit) yielded 670 gm. pulp. 

a) From 470 gw. of the pulp were obtained 170 cc. of 
expressod-juice and 230 gm. mare; indicating 15.5 gm. reducing 
sugar present in the juice. 

25 gm. of the mare boiled with 50 cc. water for 2 hours produced 
60 cc. extracted-juice and 2.5 gm. residue, and the former contains 
3.8 gm. reducing sugar. 

b) 200 gm. of the original pulp boiled with 200 cc. water 
for 2 hours and 330 ce. of extracted solution, containing 31.7 gm. 
reducing sugar and 16 gm. mare, were obtained. 
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Namely, from 470 em, pulp 15.5 gm, reducing sugar in expressed juice and 
32.2 om. reducing sugar in extracted-juice of 230 gm. mare. 
477 gm, 
from 200 gm. pulp 31.7 gm. in extracted juice 
4 670 gm. pulp 79.4 em. (11.89% of pulp) (8.79% of entire fruit) 


Il. Marugohi (Takano, Kyoto) 


The sample was gathered at the end of November. 

36 persimmons weighed 2121e@m. (60 gm. per fruit) and the 
pulp amounted to 1500gm. The pulp was covered with water, 
brought to boil, crushed, drained through cheese cloth, returned to 
a fresh quantity of water and again heated in order to exhaust all 
soluble sugars and pectin. On cooling the solution a large part 
of pectin precipitated out in a jellylike form and all of the pectin 
remaining in the solution was precipitated by addition of alcohol. 

In order to precipitate completely the pectin only, the percentage 
of alcohol in the mixture should be kept at 4899 by weight, whereas 
sugars and shibu remain in the solution. The solution containing 
270 em. reducing sugar, was subjected to distillation at a reduced- 
pressure to distil off the alcohol and then diluted with water. 

To separate the shibu from the solution, a slight excess of basic 
lead acetate solution was added and the precipitate was filtered off 
through an asbestos mat on filter paper using suction, the excess 
of lead was removed by hydrogen sulphide gas. The colourless 
solution filtered through an asbestos mat, which contained 228 em. 
reducing sugar, was then evaporated under reduced pressure to a 
thick syrup and an equal volume of glacial acetic acid was added 
and the flask warmed and shaken. 

After the solution had become cold, a few crystals of d-glucose 
were added and with stirring crystallization proceeded and reached 
completion in 2 days in an ice box. Glucose is separated from its 
mother liquor in a Buchner funnel with suction, and the crystals 
are washed with glacial acetic acid and then 952% alcohol. 

The sugar is quite white and the yield of d-glucose is 82 gm. 
40% of the reducing sugar. The mother liquor is diluted with 
water and evaporated again under reduced pressure to a very thick 
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syrup, which is used for the preparation of d-fructose or kaki- 
molasses. d-fructose was obtained in a crystalline state from the 
syrup; au equal volume of glacial acetic acid was added to the 
syrup and seeded with d-fructose. Crystallization takes places after 
one week in an ice-box and is complete in two weeks. 

To find the nature of the precipitate formed with basic lead 
acetate in the course of clarification, which amounted to 105 gm. 
in air dry state, it was treated with hydrogen sulphide suspended 
in 5 times of water. 

The clear filtrate from the lead sulphide contains 10.8 gm. 
reducing sugar and indicates a bluish-black colour with ferric 
chloride. The clarified solution, however, showed no marked increase 
of sugar content by the treatment with hydrochloric acid. 


i. Mishirazu. (Aidzu, Fukushima-Ken) 


The fruit is soft, fresh and juicy. It is chiefly prized for eating 
after curing with hot water. The sample was secured through the 
courtesy of Mr. Y. Nakano, came into our hands on Dee. 28, and 
the experiment was started on Jan. 4. 

48 fruits weighing 7870 gm. (164 gm. per fruit) amounted to 
6440 em. pulp (184 em. per fruit) were subjected to extraction of 
sugar with hot water. The extracted solution contained 642 gm. 
reducing sugar, clarifying with basic lead acetate, it was reduced 
to 607 gem, and actually 232 gm. of d-glucose were isolated in a 
white crystalline state, the yield was about 409% of the reducing 
sugar. 

155 em. air dried precipitate with lead acetate, were treated 
with hydrogen sulphide gas and the filtrate from the lead sulphide 
indicating 17.2 gm. reducing sugar remained, the actual loss of 
reducing sugar was 35-17 gm.=18 gm. in the course of clarification. 

The filtrate from crystallized d-glucose, containing 607-232= 
375 gm. reducing sugar, diluted with water and acetic acid was 
expelled by distillation under a reduced pressure, and the solution 
was concentrated to 2000 ce.; calling the specific gravity of the 
solution 1.089 it gave a polarization of oc? = —10.35° in a 1 dm. tube. 
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The percentage of d-fructose (F) and of d-glucose (G) in the 
molasses is calculated by the formula (Browne, 1921): 
F=0.381R —0.481R=0.381 x 17.7 —0.481(—10.35°) 
=11.7% percentage of fructose. 
G=R—0.915xF=7% ,, glucose. 

In 48 fruits weighing 7870 gm. containing 366 gm. d-glucose, 
241 em. d-fructose and some sucrose, namely, the ratio of d-glucose 
to d-fructose is 64:36:10 and in 2000 cc. kaki-molasses 143 gm. 
d-glucose, 241 gem. d-fructose and some sucrose, and the ratio of 
two reducing sugars is 39:61. The kaki-molasses compared with 
honey, is richer in sweetness owing to its higher content of d-fructose. 
Moreover, the former having a specially refreshing flavour preserved 
in the fruit, may be reeommended as a good source for a sweetener 
for food articles. . 


IV. Kubo. (Fushimi, Kyoto-Fu) 


It is hard, with a sweet taste, chiefly used for eating in a fresh 
state. The fruit was gathered at the end of October and the 
éxperiment was soon begun. 

10 fruits weighed 830 gm. (83 gm. per fruit), and amounted 
to 700 gm. pulp. 

a) 650 gm. pulp yielled 240 cc. expressed-juice and 275 gm. 
mare. It contained 34 gm. reducing sugar in the juice and showed 
a polarization of «j= —1.35° in a 1 dm. tube. 

50 gm. of the mare boiled with 50 cc. water for 2 hours and 
72 ce. extracted-juice and 9 gm. recidue were obtained and the 
former contained 5.5 gm. reducivg sugar. 

In 650 gm. pulp 34 gm. reducing sugar in the expressed-juice 
30.3 gm. reducing sugar in the mare. 
64.3 gm. 

The expressed-juice clarifying with basic lead acetate, the sugar 
content reduced to 30.7 gm. the loss of reducing sugar was 3.3 em. 
and a polarization of its 509% solution of «f= —1.48° in al dm. 
tube. ‘The increase of reducing sugar by inversion is 36-34=2 om. 

b) 50 gm. pulp boiled with 50 cc. water for 2 hours, and 66 ce. 
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extracted juice contains 5.3 gm. reducing sugar and 4.8 em. insoluble 
residue. 

c) 14 fruits weighed 1170 gm. (83 gm. per fruit), amounted 
to 920 gm. pulp. The extracted-juice of the pulp with 2.5 litres 
hot water, was treated with 909 alcohol and basic lead acetate 
successively to remove pectin and shibu respectively. The clarified 
solution evaporated to a thick syrup under a reduced pressure and 
' 41 gm. d-glucose were isolated in a white crystalline state. The 
yield was 459 of the reducing sugar. 

d) 4 fruits weighed 278 9m. amounted to 205 em. pulp. It 
indicated 25.5 gm. reducing sugar contained in the extracted soluton, 
which diminished to 24 em. by the clarification with basic lead 
acetate (loss is 69%), and actually 7.2 gm. d-glucose was isolated. 


VV. Fuyu (Gifa-ken) 

This was purchased at the middle of November from the market 
in Kyoto and was ripe, soft and juicy, and the experiment was 
commenced immediately. 

50 fruits weighed 6950 gm. (139 gm. per fruit), and amounted 
to 5300 gm. pulp. 

In the hot water extract 612 gm. reducing sugar 
after clarification 570 gm. ¥ » 
the loss of reducing sugar 42 em. (6.5%) 
the yield of crystallized d-glucose was 200 gm. (859¢ of reducing 
sugar). 
d-GLUCOSE. 

The first crystals obtained from the extracted juice, separated 
from the mother liquor, were washed with glacial acetic acid and 
alcohol and then ether, were quite colourless and nearly pure with 


the following analytical result : 
I. 0.0970 gm. the substance gave 0.1385 gm. CO,,, 0.0586 gm. H.,O and 0.0005 gm. ash 


WEARERS) coe cy ®) PaO} 2014 eee ee O:0S0500ja0 tyes OLOU0Gm mast 
Cale. for C,H,,0, Found 
: ——— 
it I 
Carbon 40.00 39.14 39,42 
Hydrogen 6.66 6.7 6.4 
Oxygen 53.34 — — 


Ash — 0.51 0.43 
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To purify, the impure sugar is dissolved to a thin solution in water, 

filtered and concentrated to a very thick syrup in vacuo, an equal 

volume of glacial acetic acid added and crystallization accomplished as 

before. The melting point of the crystals was found to be 145-146°. 
I. 0.1494 gm. the sub. gave 0.2179 gm. CO, and 0.0905 gm. H,O 


Se CONUS 4 yess aes 5 cee UGS os = WAYS Ps 
Calc. for C,H,.0, Found 
I II 
Carbon 40.00 39.77 39.76 
Hydrogen 6.66 6.73 6.76 
Oxygen 53 34 53.50 53.48 


A solution of 0.2446 gi. substance, made up to 10 ce. with water, 
gave ap= + 2°.26’ in a 1 dm. tube; whence [a]p= +4+99.5°, and 
the constant-rotation «f= +1.°16’ in a 1 dm. tube; when [a|p= 
+51.8°. It yields a phenylosazone melting at 204°. 

For confirmation, the sugar was oxidized to saccharic acid with 
nitric acid as usual and its potassium salt was analysed : 


0.2883 gm. the substance gave 0,0988 gm. K,SO, 
Cale. for C,H,O,K Found 
Potassium 15.72 15.37 


d-F RUCTOSE. 
The crystals separated from the molasses are white, melting at 


about 99° and quite pure as seen in the following analytical result : 
0.1893 gm. substance gave 0.277 gm. CO, 0.1114 gm. H,O 


Cale, for C,H,.0, Found 
Carbon 40.00 39.90 
Hydrogen 6.66 6.54 
A solution of 0.2264 gm. substance made up to 10 ec. with water, 
gave ep=—2.04° in a 10 cm. tube; whence [a]#= —91.26°. 
PECTINS. 


For the preparation of pure pectin, the crude substance was 
precipitated from the extracted solution with alcohol, dissolved in 
water and reprecipitated with alcohol ; three successive precipitations 
from water solution with alcohol ave necessary in order to attain 
the desired purity. 


The Ripening of the Kaki-fruit. 


1) Pectin from Maru-gaki (Takano, Kyoto) 


Cooling the extracted solution from 1500 em. pulp, (I) 20.5 gm. 
pectin were precipitated. The second crop, (II) of 1.4 gm. was 


obtained by addition of alcohol to the filtrate. 


Each crop, purified 


by reprecipitation from its water solution, and treated with alcohol 
and ether and then analysed after drying in boiling water in vacuo : 


{) I. 1. 0,102 gm. substanc2 gave 0.1952 gm. CO, and 0.0475 gm. H,O. 
22) 0:09035;; 3 a5 MUI cy oy » 0.0408 _,, =f 


II. 1. 0.1676 gm. substance gave 0.3069 gm. CO,, 0.0695 gm. H,O and 


0.0032 gm. ash. 
2. 0.1298 gm. subst. gave 0.236) gm. CO,, 0.0552 gm. H,O and 
0.0025 gm. ash. 


Found 
— 
it il mean 
Lees tare ie 5a 3 
Carbon 52.18 51.86 50.91 51.34 51.56 
Hydrogen 5.17 5.02 4.70 4.80 4.93 
Ash — — 1:91 1.92 


2) Pedin from Mishirazu (Aidzu) 


45 gm. crude pectin (I) were obtained on cooling the extracted 
solution and 109 gm. pectin by adding alcohol to the filtrate 
separated from the first crop of the pectin. The purified sample 


of first crop was analysed, and gave the following results: 


2) I 1. 0.0783 gm. substance gave 0.1409 gm. CO,, 0.0351 gm. H,O and 


0.0007 gm. ash. 
2. 0.0867 gm. substance gave 0.1553 gm. CO,, 0.0385 


0.0007 gm. ash. 


gm. H,O and 


JI. 1. 0.1476 gm. substance gave 0.2707 gm. CO,, 0.0630 gm. H,O and 


0.0005 gm. ash. 


2. 0.1217 gm. substance gave 0.2227 gm. CO,, 0.0535 gm. H,O and 


0.0005 gm. ash. 


Found 
a  _ 
I If mean 
1 2 s! 2 
Carbon 49.50 49.23 50.19 50.12 49.24 
Hydrogen 5.01 4.97 4.76 4.94 4.92 


Ash 0.9 0.81 0.34 0.41 0.62 
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snmple of second crop dissolved in water and treated with dilute 
hydrochloric acid and 90% alcohol to reduce the ash content and 
washed with alcohol and ether and then analysed (II): 


3) Pectin from Maru-gaki (Hyakumanben-Kyoto) 
The pectin purified by the usual process was analysed : 


1. 0.1115 gm. substance gave 0.1944 gm. CO,, 0.0522 gm. H,O and 0.045 gm. ash. 


2. 01645 ,, a 3 0.28605 Se oe OO ate 5 sone OLOOTi ae ts. 
Be (UBS 3 5 OAT S35) eae 00643 nme tO ODLG TA a te3 
Found 
ee 
af 2 3 
Carbon 49.55 49.52 49.57 
Hydrogen 5.4 5.1 4.8 
Ash 4.0 4.3 3.2 


It was treated with 5% HCl and alcohol and washed three times 
with alcohol and once with ether. The sample dried in vacuo on a 
water bath for 8 hours was analysed : 


1. 0.1975 gm. substance gave 0.356 gm. CO, 0.0902 gm. H,O and 0.0014 grm. ash. 


2, 0.1402 ,, ne S Wreral ss <5 Winey = 5 or OLOOTIEN, 5 
Found 
al 2 mean 
Carbon 49.50 49.43 49.47 
Hydrogen 5.10 5.40 5.25 
Ash 0.71 0.78 0.75 


4) Pectin from Fuyu (Gifu-Ken) 


The substance obtained by cooling the extracted solution from 
530 gm. pulp and purified by precipitation from its aqueous solution 
with alcohol was 9 gm. (1). 

22 gm. of the pure pectin (II) were also obtained by adding 
alcohol to the filtrate from the first crop. Both samples were dried 
in yacuo on the water bath for 8 hours and analysed : 

I. 1. 0.1493 gm. substance gave 0.245 gm. CO,, 0.0738 gm. H,O and 

0.0035 gm. ash. 


2. 0.1348 gm. substance gave 0.225 gm. CO,, 0.0684 gm. HO and 
0.0033 gm. ash. 
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II. 1. 0.1696 gm. substance gave 0.2739 gm. CO,, 0.0808 gm. HO and 
0.0025 gm. ash. 

2. 0.2062 gm. substance gave 0.3283 gm. CO, 0.0994 gm. HO and 
0.0031 gm. ash. 


Found 
if II mean 
Se Lk ames 
Carbon 45.82 46.73 44.70 44.09 45.34 
Hydrogen 5.63 5.77 5,32 5.43 5.53 
Ash 2.34 2.45 1.47 1155 1.94 


5) Pectin from Kubo (Fushimi, Kyoto-Fu) 
The pectin obtained by the usual process, was purified with 
hydrochloric acid and aleohol and then by treating with alcohol 


and ether : 
1. 0.1573 gm. substance gave 0.2602 gm. CO,, 0.0748 gm. H,O and 0.0024 gm. ash. 


2; 0,169 ,, 3 UPR 5, ey HORA Ant ety AUMUMPAES eo ep 
Found 
il 2 mean 
Carbon 45.81 45.98 45.90 
Hydrogen 5.4 5.3 5.35 
Ash is 1.5 is 


As thus prepared, pectins, both sweet and astringent varieties 
from the kaki-pulp, consist of an amorphous light-brownish-coloured 
substance, which dissolves easily in water. 

Analytical results of pectins from four strains of kaki-fruit are 
summarized in the following table: 

C% (ash free) H% O% ash ¥% ratio H:O 
Pectin from sweet variety 45.3-45.9 5.4-5.5 48.7-49.2 15-19 1:89-1:92 

93 » Astringent ,, 49.2-49.5 5.0-5.3 45.2-45.8 0,62-0.75 1:85-1:91 

As seen in the foregoing table, the empirical formulae assigned 
to the pectins from the kaki-pulp are quite different from those 
assigned to the pectins obtained from apple and other fruits by 
Fremy, Tollens and other inyestigators (Tollens, 1914). 

The special interest to the authors is the difference between 
the compositions of the pectins derived from the fruits of sweet 


and astringent varieties. 
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Will such difference be attributed to the variable character of 
the substance or to some other reason ? 
The question will be discussed in a later communication. 


POLYSACCHARIDE. 


The insoluble residue free from pectin, kaki-shibu, and simple 
sugars, dried at 98°, was subjected to extract the colouring matter 
with ether in Soxhlet’s extraction apparatus, and then treated with 
9 percent sodiumhydroxide solution. The dark coloured alkaline 
extract separated from insoluble cellulose matter by filtration through 
a silk cloth with suction, was mixed with 949 alcohol which 
precipitated the polysaccharide as a sodium compound. ‘The latter 
is filtered off upon silk cloth, washed with alcohol and then treated 
in presence of alcohol with dilute hydrochloric acid. 


1. 0.09488 gm. substance gave 0.154 gm. CO,, 0.0473 gm. H,O and 0.0008 gm. ash. 
2. 0.1443 ,, a oi LOS S4 ee cee COCO O vine = O.00LG SEs. 


Found 
a  _ 
il 2 
Carbon 44.93 45.56 
Hydrogen 5.6 5.5 
Ash 0.84 Ld 


It was purified by repeating three times the same treatment 
with alcohol and hydrochloric acid, and then was washed with 
alcohol upon silk-cloth using suction, wntil all acid was removed, and 
then with ether and finally dried over sulphuric acid in a vacuum 
desiccator. 

It was a white amorphous powder easily soluble in alkali, but 
insoluble in water. Drying in vacuo on a water bath, it was 
analysed and gave the following results: 


1. 0.1186 gm. substance gave 0.1951 gm. CO,, 0.0696 gm. H,O and 0.00049 gm. ash. 
2.) O11STS, 5 n° 01937) 4 yyy OOGSS Res > 55 fu OC0SU enue. 


Found 
mm 
: I II 
Carbon 45.00 44.91 
Hydrogen 6.5 6.2 


Ash 0.34 0.42 
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JKAKI-SHIBU—TANNIN-LIKE SUBSTANCE. 


Sweet and astringent varieties, especially in their unripe state 
both contain a tannin-like substance called kaki-shibu (Tsukamoto, 
1992) which is commonly considered to cause the mpleasant acrid 
taste to the fruit. In order to isolate this substance only, free from 
pectin and other polysaccharides, from the kaki-pulp, the extracted 
solution of the pulp with hot water to which 949% alcohol was 
added until the alcohol content reached 489% by weight whereas 
pectin only is thrown down in precipitate and sugars and kaki-shibu 
remain in the solution, and then the alcohol is distilled off under 
reduced pressure. The concentrated solution diluted with water, 
was treated with a slight excess of basic lead acetate solution to 
precipitate completely the shibu from the solution. It is a light 
yellow voluminous precipitate and gradually changes its colour on 
being kept in the air to brown and dark brown. ‘The precipitate 
was filtered through an asbestos mat using suction, washed with 
water and was decomposed suspended in water with hydrogen 
sulphide gas. 

The clear filtrate from lead sulphide through an asbestos mat, 
was concentrated under reduced pressure on a water bath. The 
solution thus prepared is light yellow in a fresh state, on keeping 
it eradually changes to dark brown, and shows a deep bluish-black 
coloration with ferric chloride. It contains reducing sugar. The 
reducing power of the solution however has no influence by the 
action of hydrochloric acid. 

Pouring alcohol into the solution, a white voluminous precipitate 
was observed. 


SUMMARY. 


1. Chemical composition of the Kaki-fruit, 2 strains in astrin- 
gent and sweet varieties respectively, which, grown in different 
climates and gathered in different seasons, were studied, and from 
each strain d-elucose, d-fructose, Kaki-shibu, pectin and polysac- 
charides were isolated in pure condition and sucrose was confirmed 
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as present in the juice by means of inversion with hydrochloric 
acid. 

2. Reducing sugar in the fruits of two varieties, grown in the 
same environment and picked under almost the same other condi- 
tions, is observed to be almost at the same percentage ; Maru-gaki 
weighing 47 em. per fruit contains 5 gm. (10.6%) and Kubo-gaki 
weighing 83 em. per fruit 8 gm. reducing sugar (109). 

The sugar quantity, however, in their expressed-juices, is quite 
different ; astringent variety contains 0.8 gm. (1.7%) while the 
sweet one 3.7 gm. (4.4%). 

3. The ratio of d-glucose, d-fructose and sucrose in the extracted- 
juice of both varieties is 64:36:10 and that of d-glucose and 
d-fructose in the molasses separated from crystallized d-glucose is 
a0 Ol, 

4. Pectins isolated from both varieties were observed to have 
quite different compositions not only from those obtained from other 
fruits but from each other derived from the fruits of two varieties. 

5. Kaki-shibu solution obtained by means of basic lead acetate, 
contains a reducing sugar and showed a deep bluish-black colour 
with ferric chloride. 
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STUDIES IN THE METABOLIC CHANGES INDUCED 
BY THE ADMINISTRATION OF 
GUANIDINE BASES. 


VI. The Influence of Guanidine Acidosis on the Fat 
Content of the Blood. 


By 
C. K. WATANABE. 


(From the Laboratory of the Medical Division, Stanford University 
Medical School, San Francisco.) 


(Received for publication, March 21, 1922). 


Previous papers in this series have dealt with the effect of 
guanidine on certain aspects of protein, carbohydrate and salt 
metabolism; and it has been shown that, under certain condi- 
tions, a marked acidosis is produced by guanidine administration 
(Watanabe, 1918). This paper gives the results of experiments 
designed to determine whether there is any relation between 
changes in the acid-base equilibrium and changes in the total fat 
content of the blood under the influence of guanidine. 

Since rabbits refuse food after guanidine administration, it was 
necessary, first, to determine the effect of the simple withdrawal 
of food on the fat content of the blood. On this account, the 
animals were fed a measured amount of greens, barley and water 
for 48 hours and then given nothing but water for the next 48 
hour period. Blood was taken from the jugular vein at the end 
of the food and of the water periods, and the CO, capacity of the 
plasma determined by Van Slyke’s gasometric method (Van 
Slyke, 1917),. and the fat content by Bloor’s nephelometric 
method (Bloor, 1914). After the effect of simple withdrawal of 
food had been determined, a certain quantitity of guanidine hydro- 
chloride was injected subcutaneously at the beginning of a water 
period and at the end of that period fat determination was also 


made. 
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Eight rabbits were used. ‘The results were similar in all cases. 
The protocols of the four, in which the most complete data were 


secured, are given here. 


TABLE I. Rabbit No. 4. 
ies Plasma | Total 
4 Body 5 co, Fat in ; tf 
Time. Weight. er ni Capa- | 100 ce. Remarks. 
Weight. city. Blood. 
8 No albumin or sugar in the 
1920 es a ee urine. From Aug. 6th to 7th 
Aug. 6, 9 am. 2075 ‘sy 0.650 | incl. Fed on greens, barley 
and water. 
: One From 8th to 9th incl. only 
33 8) 9 a.m. 2070 H,0 given. 
ve Fa = From 10th to 11th incl. gave 
10, 9 .m. 1900 a2 eo greens, barley and H,O. 
12, 9a.m 2025 0.15 From 12th to 13th incl. only 
> > b.110. . H,O given, 
a5 18 Sa 1525 0.05 
From 14th to 29th inel., well 
so Ane Sati. 1600 37.8 1.000 | fed with greens, barley and 
ERO: 
M 7 From 30th to 31st incl., gave 
30, 9 a.m. 3 2 
3 ain 2200 49.4 0.722 greens, barley nal H,0. 
Sess, Sia 2150 From Sept. 1st. to 2nd. incl., 
ep, 1, 9a.m only H,0. 
a 3 eoiavm: 1950 on y From 3rd. to 4th incl., gave 
: Coe | a ees greens, barley and H,0. 
Ed 5 9am. 2075 0.15 From 5th to 6th incl., only 
; H,O given. 
co 6, 9 a.m. 1900 0.10 
os 6%) 9G 1700 26 From 7th to 8th incl., gave 
? pany greens, barley and H.,,0. 
Rabbit has paralysis of ex- 
., 9, 9am. 1850 59.4 2.070 | tremities, twitching of mus- 
, cles, moribund condition, and 
is killed. 
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TABLE II. Rabbit No. 6. 


ies Plastaa | Total 
me Body nee ie CO, Pat in R _ 
med Weight. Pe 5! Capa- | 100 ce. Ase 
ee iy . city. Blood. 
Weight. 
j o No Albamin or Sugar in the 
Y2 y) giv b 7 "i 2 
120 ym es a Urine. From Sept. 11th to 
Sep.11, 9 a.m. 2000 50.2 1.190 | 12th incl., Well fed with 
greens, barley and H,0. 
From 13th to 14th incl., only 
» 15, 9am. | 1925 dds | a700) eC See 


From 15th to 16th inel., fed 
with greens, barley and Hv. 


From 17th to 18th inel., only 


5 Wh eee 2025 0.15 HO given. 


0.910 From 19th on, gave greens, 


» 19, 9 a.m. 1800 a2 barley and H,O daily. 
| — 
” ai, 9 a.m. 1870 65.3 0.920 
‘ Fr 24th ay rie ane 
» 23, 9am. | 1975 68.2 | 0.920 a gave “barley “and 
By a Semis 1940 56.7 1.130 | Still Alive. 


TABLE IIL Rabbit No. 7. 


Guanl- | plasma | Total 


Body | “4° | co, | Fat in 


Time. Weight. per ke. Capa- | 100ce. Remarks. 
eat i city. Blood. 
No albumin or Sugar in 
1920 qin. qin. gu" | Urine. From Sept. 3Uth to 
Sep. 30, 9 a.m. 2575 42.6 0.80.) | Oct. Ist incl,, well fed with 
greens, barley and H,0. 
ROX From 2nd. 0 3rd. incl., only 
Oct. 2, 9 a.m. 2525 H,O given. 
From 4th to 5th inel., gave 
BS enare 2170 44.4 1.100 greens, barley and H,,0. 
» By DAN 2540) 0.15 


ee 
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Guani- 


dine Plasma | Total 
i Body co, Fat in t 
Time. Weihgt. per fe Capa- | 100 ce. Remarks. 
Weight. city. Blood. 
1920 gm. ym. gm. Fr th eee ae 
Oct. 6, 9am. | 2380 | 0.05 HO only, I eo 
e : From 8th on, gave greens, 
» 4%, Daim. 2300 35.9 0.880 barley and HO daily. 
» 99am. | 2480 54.8 | 0.810 
ay dunt eee 2475 62.6 0.810 
From 13th to 18th incl., gave 
A les Seni 2460 61.4 0.820 | principally barley and H,O, 
also a little greens. 
ee Drann. 2420 40.0 0.890 | Still Alive. 
TABLE IV. Rabbit No. 8. 
te os Plasma| Total 
: Body A COR Fat in 5 ee 
Time. Weight. ee 8: Capa- | 100 .c. Remarks. 
Weigh t city. Blood. 
F G “No albumin or Sugar in 
vecsl gm MG ue Urine. From Oct. 20th to 
Oct. 20, 9 a.m. 21st incl, Well fed with 
y : greens, barley and H,O. 
Oe From 22d to 23d incl., gave 
A Pay NOI 2150 53.8 0.810 greens, barley and EL,O. 
From 24th to 25th incl., only 
5 24, Dam. 2200 H,0 given. 2 
5 From 26th to 27th incl., gave 
‘ . | 2010 29 ee 
my) AG SIKCHTG 50.0 0.829 greens, barley and H,0. 
OPO a ar 2165 0.15 From 28th to 29th incl., only 
He : 1 HO given. 
fp PAY Die: 1960 0.05 
a From Oct. 30th to Nov. 2nd. 
» 30, Dam. 1890 48.2 1.000 | incl, well fed with greens, 
barley and HO. 
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ana Plasma | Total 
1s Body |. co, Fat in > ae 
Ls Weight. ae is. Capa- | 100 «,c. vernnel, 
“aaa city. | Blood. 
Weight. 
1920 qm. i gm. qm. 
Nov. 2, 9 a.m. 2140 62.4 
7 From 3rd on, gave greens, 
» 4, Dam. 2100 57.5 0.740 barley and HO daily. 
Re ee OLOn TN: 2150 68.1 0.970 
» 9, 9am. | 2125 69.1 0.960 
ie 3 os From 12th on, only EH,O 
= PAS Soni 2020 0.07 given daily. : 
ay hips kenvaas 1900 0.05 
» 14, Dam. 1850 33.8 1.000 
| From 14th on, gave greens, 
Dy CORA s 0.07 barley and H,O daily, but 
only little was taken. 
PO OMCs 1900 0.12 
Ben Gh Olan 1800 Dies 1.030 
By te Seri 1680 28.4 1.110 
on ¢ From 18th on, gave plenty 
bE CAI: 1775 BY SE greens, barley and H,,O daily. 
» 26, 9a.m. 1825 67.2 0.700 
Dec. 4, 9 a.m. 1920 66.2 1.000 
is Chae 1900 0.15 
On, Drevin 1800 0.12 
From Dec. 7th on, only H,O 
Beet Che 1780 0.12 would be taken by the animal. 
mp TOME . 0.05 
teh CIR 1630 25.2 
» 9» & p.m. ss 0.05 1.112 
» 9, Ieuan. 1540 25.2 1.875 Moribund condition. Killed 


after blood was taken. 
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Fasting for two days led to a slight decrease in the CO, 
combining capacity, except in Rabbit 7. On the other hand, the 
fat content of the blood was more or less increased by starvation. 
(especially so in Rabbit 4). This development of lipemia on 
account of food withdrawal, has been noted by many workers. 

When, in addition to the abstention from food, guanidine was 
administered, very pronounced changes in CO, capacity were pro- 
duced. But the alterations in the fat content of the blood were 
slight and quite irregular. The protocols show variations in CO, 
capacity from 25 to 69, while the total fat remains relatively 
stable. Some changes in fat content show no parallelism with the 
alterations in CO, capacity. 

The absence of lipemia in some cases after fasting, when 
guanidine is given, is of interest. It may possibly be associated 
with an increased utilization of fats under the influence of guani- 
dine. 


CONCLUSION. 


The changes in the acid-base equilibrium produced in rabbits 
by the administration of guanidine have no measurable effect on 
the total fat content of the blood. 
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THE NATURE OF THE CARBOHYDRATESIN THE LEAF, 
STEM AND TUBER OF AMORPHOPHALLUS KON- 
JAKU AND THEIR VARIATIONS IN AMOUNT 
UNDER DIFFERENT CONDITIONS. 


By 
KIKO GOTO. 


(from the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chem'stry, Toholcu 
Imperial University, Sendai. Director - Prof. Katsuji: Inouye.) 


(Received for publication, March 18, 1922.) 


The present communication forms a part of the work dealing 
with the problem of transformations of carbohydrate in the or- 
ganism. As has been shown first by Tsuji (1894-97), the reserve 
material in the tuberous root of Amorphophallus konjaku consists 
mainly of a mannan. Mayeda (1911, 1914, 1915, 1917, 1920, 
1922), in his extensive researches on this mannan, referring 
specially to its behaviour in the digestive tract, proved that it 
yields mannose aud glucose on treatment with dilute acids in 
proportion of 2 to 1, and gave it the name konjak-mannan. 

Finding a considerable amount of this mannan, but very little 
starch, in the leaf, Tsukamoto (1894-97) expressed the view 
that in this plant the mannan probably plays to some extent the 
role of starch. He could find further the presence of mannose as 
such, besides glucose with probably some fructose, in the leat-stalk. 
Fructose was also found by Mayeda (1915) to be present in the 
the powder prepared from the tuber. 

With respect to the other carbohydrates occurring in the green 
plant, there is, however, as yet uncertainty. In the following 
experiments, therefore, attempt was primarily made to ascertain 
the nature and distribution of carbohydrates in the plant and to 
follow changes in their amount, when the plant was placed under 


special conditions. 
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I. SrarcH. 


All of the samples of konjak powder used in the course of 
other researches gave the positive iodine reaction of starch, differing 
from the statement of older investigators. JI thought at first they 
might have been adulterated. But the examination of the fresh 
plant soon convinced me that the starch should really be originated 
in the tuber itself. Not only the leaf, but also the stalk and 
particularly the tuber of the fullgrown plant were found to contain 
a considerable amount of starch. On examining microscopically 
the sections of the plant tissues, soaked for some time in alcohol 
and then treated with Lugol solution, plenty of the starch grains, 
oval in form, may be seen, filling up sometimes the entire cell- 
cavity. These starch grains belong to Type 14 according to 
Nageli’s classification of starches and are composed of a relatively 
small number of polyhedral part-grains of about equal size. Size 
of the compound grain is 9-12 y; part-grains 3-4 wu. The powder 
is prepared usually from the tuber of the plant which has been 
grown over three years. It is peeled and sliced into thin discs; 
after having been allowed to dry for several weeks in the air these 
are ground in a mortar and sifted. As in the amount in the 
tuber as well as in the size of their grains there is much 
difference between the two carbohydrates, it is not impossible that 
starch may be lost in some way during the manipulation. 


TT. Mannan. 


Preparation of pure konjak-mannan free from slarch. 


Separating a polysaccharides mixture into its components is in 
general a matter of difficulty. In the present case, however, the 
isolation of mannan can be readily effected by taking advantage 
of the well established fact that it resists the action of ptyalin. 
I could obtain the desired result in the following manner. 

An aqueous solution of mannan prepared from the powder or 
the fresh tuber was filtered through cotton wool and heated in a 
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boiling water bath for a short time. When cooled, a sufficient 
amount of ptyalin or filtered human saliva was added and digested 
over night with toluene as an antiseptic, to convert the starch into 
sugars. After digestion an equal volume of 95 per cent alcohol 
was added which brought down the mannan as a white gelatinous 
precipitate. It was filtered and further purified by dissolving it in 
water and precipitating with alcohol. The process was several 
times repeated, until it was found that the last filtrate contained 
no more reducing sugars. Then the mannan was dissolved in 
water, the solution made faintly alkaline, precipitated with alcohol, 
redissolved in water and precipitated again with alcohol. The 
final product was washed successively with dilute alcohol, con- 
centrated alcohol and then ether, dried in a vacuum desiccator, 
and obtained as a white powder which gave on ignition 0.12 per 
cent ash. 


Alteration of konjak-mannan on drying. 


Grains of konjak-mannan, soaked in warm water, gradually 
swell and at last burst up to make a slimy solution, whereas the outer 
layer forming an encrustment remains undissolved. The latter is 
composed of a modification of konjak-mannan, differing in the 
solubility from the ordinary one. Kinoshita (1894-97) has already 
pointed out that upon drying the mannan at 100°, it lost its 
solubility in boiling water. Tsukamoto (1894-97) too, noticed 
the property of the mannan solution of losing its slimy character 
on prolonged boiling. The following experiment clearly demon- 
strates the effect of heat upon the solubility of konjak-mannan. 

50 em. of finely ground powder were shaken for two hours with 
several litres of water, then allowed to settle and filtered through 
cotton wool. The residue was rubbed up in a mortar and again 
shaken with a large excess of water as before. The operation was 
continued as long as the aqueous solution was slimy and gaye a 
precipitate with Fehling’s solution. 5 litres were then measured 
out of the combined solutions and poured into two volumes of 95 
per cent alcohol. The mannan thus precipitated was collected on 
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a weighed filter, thoroughly washed with alcohol and then with 
ether, dried in a vacuum desiccator and weighed. 

Simultaneously, four portions of 50 gm. each of the same 
sample of powder were dried at 105-110° for different periods, 
varying fron 5 to 50 hours in an air bath. After having been 
ground once more by means of a grinding apparatus, they were 
exhausted by shaking with water in the same manner, precipitated 
with alcohol, dried and weighed. In this way the quantity of 
mannan taken up in water and accordingly the amount of that 
part which lost on drying its solubility may be determined. The 
following table and figure show the results obtained. 


Weight of mannan left insoluble 
in the residue of the original 


Length of drying. 50 gm. of powder taken. 
0 hour 2.3 gm. 
5 hours Geer 65 
TO was: Domes 
Ie gf SiGe, 
3 - 141 5 
BU 6. ahs Day 


Hydrolysis of konjak-mannan. 


The pure konjak-mannan was hydrolysed by heating under 
reflux condenser for six hours with fifty volumes of 6 per cent 
sulphuric acid in a water bath. After neutralization with barium 
hydroxide the reaction product gave the characteristic crystals of 
mannose phenylhydrazone. It gave more on evaporation with 
nitric acid crystals with trapezoidal faces, melting at 171°. On the 
other hand the melting point of acid potassium salt of saccharic 
acid obtained from pure glucose (Kahlbaum), was 171°; it was 
not affected by mixing the crystals just mentioned. Consequently, 
mannose and glucose must be contained in the sugar mixture. No 
trace of other sugar could be detected. Thus the statement of 
Mayeda was fully confirmed. 

Next, attempt was made to determine the proportion of its two 
components. for the hydrolysis the following technique was 
employed which was found after some preliminary experiments to 


bo 
mm, 
a 
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Length of drying 


give the most satisfactory results. 1.5 gm. of konjak-mannan was 
saccharified by heating under reflux condenser with 150 ce. of six 
per cent sulphuric acid for six hours in a boiling water bath. 
After removal of sulphuric acid with barium hydroxide, the sugar 
solution was evaporated under diminished pressure, syrupy residue 
taken up in warm 80 per cent alcohol, filtered and washed with 
dilute alcohol. From the clear filtrate which contains the sugars 
the alcohol was evaporated off under diminished pressure and 
made up to 100 ce. 

Then the reducing power of the solution was determined by 
Bertrand’s method, and the votation by aid of Landolt- 
Lippich’s polarimeter with triple field, using a 1 dm. tube. 
From the results obtained in these determinations the percentages, 
« and y, of glucose and mannose were calculated by applying the 
following equations, as adopted by Browne (1906) and also by 
Parkin (1912). 

ax+by=R 
ax+ py=P 


in which @ and 0 are the ratio of reducing power of glucose resp. 
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mannose to glucose as 1, w and # the relative polarizing power of 
each, R the percentage of total sugar present in the solution 
determined as glucose and P the rotation of the solution. @ and 
8 were found by dividing the specific rotation of the corresponding 
sugar by 100. To render the calculations more accurate the effect 
of varying concentrations upon the specific rotation of glucose was 
taken into account. I have been however unable to find cor- 
responding data for mannose though from the paper of Hudson 
and Sawyer (1917) it is most probable that its rotatory power 
would vary markedly according to the concentration. The values 
employed resp. found in the determination were as follows: 
AA, 3 
b—0.995, value found by Mayeda (1914, 0b) for the deter- 
mination by Allihn’s method ; 
a =0.5252, calculated for a solution of one per cent accord- 
ing to the formula of Tollens (1884) ; 
80.1425, calculated from the specific rotation of mannose 
determined by v. Ekenstein (1896) ; 
(NAT US 
P=0.407. 
By substituting these values in the above equations, the 
following results were obtained. 
x, percentage of glucose=0.454 ; 
y, percentage of mannose= 1.182. 
Accordingly, the proportion of mannose to glucose in konjak- 
mannan is as 5 to 2. 


Il. Sugars. 


In order to ascertain the nature of the sugars playing part in 
the economy of this plant, the following experiments were carried 
out with the fresh leaf, stem and tuber, collected from the plants 
erowing in the garden of the institute. 

The fresh material was mashed up, and the pulp repeatedly 
extracted with boiling 70 per cent alcohol, after having been 
mixed with a little of calcium carbonate. The combined alcoholic 
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extracts were evaporated under diminished pressure. The residue 
was again dissolved in 70 per cent alcohol, the alcohol distilled 
off, diluted with water, shaken with ether to remove the chloro- 
phyll, treated with lead acetate, and tested for sugars. For the 
latter purpose the following methods were adopted. 

A. Combined sugars: Changes in reducing power on heating 
with acids. 

B. Suerose: Precipitating with strontium hydroxide. 

C. Mannose: Formation of mannose phenylhydrazone. 

D. Pentose: Orcin and phloroglucin test. 

i. Methylpentose: Colour reactions made upon the distillate 
obtained by distilling the mixed sugars with hydrochloric 
acid. 

F. Fructose: Keaction of Seliwanoff, a@-Naphthol as well 
as resorcin test of Pinoff and methylphenylosazone test 
of Neuberg. 

G. Glucose: Saccharic acid test. 

The only sugars which I have been able to find in the plant 
were glucose and fructose. Although mannose has been searched 
for several times at various period of the year, no appreciable 
amount of it could once be detected in the full grown plant. If 
any be present, therefore, it must ke in very small quantities. 


IV. DISTRIBUTION OF THE CARBOHYDRATES IN THE PLANT 
GROWING UNDER VARIOUS CONDITIONS. 


Tn this set of experiments the variations in the amount of the 
carbohydrates and the fluctuations of their proportion to each 
other under various conditions were studied. Ag in the process of 
drying changes may take place in the carbohydrates present in 
the plant, the fresh material was analyzed throughout the experi- 
ment, The analysis was comu.enced by dissolving out the whole 
of the sugars by means of warm 80 per cent alcohol. The com- 
bined alcohotie sugar solutions were evaporated under diminished 
pressure, the residce was dissolved in aleohol, evaporated off, 
dissolved in water, shaken out with ether, treated with lead acetate, 


208 K. Goto: 


aud after making up the volume to 100 cc. the amount of sugars 
determined. The estimation of the two sugars, glucose and fructose, 
was made in the way similar to that which was used for the 
determination of glucose and mannose in their mixture. 

The following is an actual exantple of calculation. The extract, 
prepared from 600 gm. of leaves and made up to 100 ce., gave a 
rotation of P=-—0.25° and showed a reducing power £=3.45. 
Taking the reducing ratio of glucose a to glucose as 1, of fructose 
b as 0,915, the polarization factor e of glucose as 0.5252 and of 
fructose 8 as —0.9201 (Ost, 1891), we obtain respectively 2.103 
em. and 1.72 gm. of glucose and fructose in 100 ce. of the 
solution. 

Then the residues from the alcohol extraction which were freed 
from adhering alcohol were suspended in water and boiled for 15 
minutes. After cooling, a sufficient quantity of filtered saliva was 
added and kept in an incubator over night. The digestion product 
was extracted with alcohol, the alcohol evaporated, the residue 
dissolved in water and after heating with one per cent hydrochloric 
acid for three hours in boiling water the glucose content in the 
solution was determined by Bertrand’s method. The amount 
of glucose multiplied by 0.9 is given in the following tables as 
starch. 

At last, the final residue was extracted with water, saccharified 
by heating under reflux condenser in presence of six per cent 
sulphuric acid in a boiling water bath. The glucose equivalent of 
the sugar mixture determined by Bertrand’s method, multiplied 
by 0.9546 represents the amount of mannan. 

In the following tables showing the results of estimations the 
amount of carbohydrates is expressed in percentage on the dry matter. 


I. Tuber in the resting period. As the leaves died down, the 
tuber which had been grown for five years was taken out of the 
ground in October, stored in dry sand and after two months used 
for analysis. 


Mannan Starch Glucose Fructose 
58.80 18.85 0.57 1.20 
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II. Tuber at the very early stage of the growth of plant. 
The tuber possesses at the time the plant dies down a small bud 
for the succeeding year, which begins to grow up early in the 
spring. As the latter was 10-15 cm. in height, the carbohydrates 
content of the tuber was determined. 

Mannan Starch Glucose Fructose 
54.88 16.37 1.78 1.19 

TT. Plant normally grown, in the assimilating period. The 
tuber is depleted before as well as in the entire course of 
assimilating period till towards the end of it, when it is wholly 
deprived of its carbohydrates. There is naturally a fairly rapid 
depletion until the plant is provided with the assimilation organs. 
Some time after the plant recommences its growth, a new tuber 
begins to be formed at the base of the stalk in the mass of the old 
one, being sharply separated morphologically from the latter. As 
the mother tuber gradually deteriorates, it grows day by day. At 
last the new tuber is covered solely by the mellow exhausted one, 
when the plant dies down. Thus the tuber lasts only one year 
as a reserve organ and becomes larger and larger in size from 
year to year. 

A. Material was collected in the sunny afternoon. Plant (a) 
was examined in August, and plant (b) whose old tuber was 
almost shrivelled up and leaves were yellow in places, beginning 
to wither at their tip, at the end of September. 


Carbohydra‘e 
Mannan. Starch. Glucose. Fructose. 

Material 

(a) 19.22 2.93 7.68 6.63 
Leaves 

(b) 25.05 1.89 4.34 2.98 

(a) 18.79 0.42 15.56 9.60 
Stalk 

(b) 23.49 0 17.42 16.56 

F 39.75 8.29 6.50 6.08 
New tuber ) : i 

(b) 50.38 18.60 9.58 5.60 
Old tuber (a) 36.24 6.91 2.82 2.31 
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B. Material was collected at dawn. Plant in August. 


pe 
Mannan. Starch. Glucose. Fructose. 
Material Reed: 


Leaves 19.96 1.53 2.08 B.03 


Stall 21,24 3.05 UV iile 21.45 
New tuber 36.32 9:71 3.55 4.37 


TV. Plant grown in the dark. Plant (c) was covered with a 
large tin can, care being taken not to interfere with ventilation, in 
August when it was in the state of full assimilating activity, and 
analyzed after two months. The leaves were withered. Plant (d) 
was covered one month after having been planted, at the time 
when the leaves were not yet produced, and remained one month 
and a half in the darkness. When analyzed, the barely elongated, 
leaves were yellow and the new tuber was still very small. 


Carbohydrate 
Mannan. Starch. Glucose. Fructose. 
Material 
Leaves (d) 1.39 0 1.47 1.48 
>) 5 
Stalk ©) 5.82 0 32.59 
l(a) 5.12 0 14.70 26.01 
New tuber (c) 21.75 14.21 1.96 
Olatrakee ((¢) 0.43 0.10 Bal 
(a) 4.01 2.10 5.10 5.35 


The investigation may hardly be regarded as complete ; more 
detailed studies are necessary, of course, to come to a definite 
conclusion. But on comparing TT. (a) with (b), it is seen that 
the content of sugars in the leaves in full functional activity is 
markedly higher than in others; this must be due to assimilation. 
The first sugar to arise in photosynthesis presumably must be 
therefore glucose or fructose, probably the former, but not mannose. 

During prolonged darkening the plant has the tuber as the 
sole source of material to call upon for growing; naturally it will 
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not suffice. Formation of the new tuber is affected to a wide 
extent. Presumably, much the greater part of the carbohydrates 
stored in the new tuber does not come from the depleted part in 
the old tuber, but from the leaves by assimilation. 

While both glucose and fructose occur everywhere in almost 
similar amounts, the cane-sugar is absent, which is considered by 
many authors as the important circulating sugar in the many 
higher plants. The forms in which sugars travel in the tissues 
are glucose and fructose themselves, as may be evidenced by the 
fact that they always remain constant, both under natural and 
experimental conditions. 
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STUDIES ON AMINO-ACIDS. 


I. On the Formation of some volatile oil from leucine. 
By 
SHINTARO KODAMA. 
(From the Chemical Institute, Tokyo Imperial University. Director - Prof. Ix. Ikeda.) 
(Received for publication, April 24, 1822.) 


It is a remarkable fact already noticed by chemists, that great 
many non-nitrogenous substances found in living bodies have a 
close relation with proteins, but none or very few flower essences, 
fruit oils, and flavors of fermentation products seem to have been 
actually produced from proteins by pure chemical methods so far 
as can be gleaned from chemical literature and it has remained as 
an interesting problem to synthesize such perfumes and to produce 
them technically from proteins. 

Isoamyl isovaJerate prepared from fermentation amyl alcohol 
was known for long as the “apple oil”, but recently Power and 
Chesnut (1920) found that the actual odorous constituents of apples 
contain no amyl valerate and consist essentially of the amyl esters 
of formic, acetic and caproic acids, with a small amount of caprylic 
ester and a considerable proportion of acetaldehyde. 

Since glutamate (1) as a tastestuff is produced in Japan in a large 
scale from proteins, and leucic acid (3) and I-monochlorisocaproic 
acid (4) are easily produced from the by-products, the pure chemical 
production of the foregoing fruit essences from proteins will be 
possible on a technical scale. The method is essentinlly as follows. 

(1) JLsoamyl ‘sovalerate. By the thermal decouposition of 
anhydro leucic acid obtained from leucine, isovaleraldehyde is 
readily produced, and can be purified as the bisulphite compound. 
A sample gave the following analysis : 


sample, 0.4633 ; Na,SO,, 0.1588. 
Found : Na, 11.12. 


Calc. as C,H,,ONaHSO, +3H,0: 11.58. 
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The aldehyde is easily recovered by treatment with dilute 
sulphuric acid or sodium bicarbonate, and by treating the aldehyde 
with aluminium amyloxide, isoamyl isovalerate was produced with 
a good yield. (8) 

(2) Isocaproic ester. |Monochlorisocaproic acid and its esters 
are nearly quantitatively produced by the action of sodium nitrite 
upon Jeucine or leucine ester hydrochloride in the presence of 
hydrochloric acid, and by reduction isocaproic acid and isocaproic 
esters are produced. 

For instance, when ethyl /-monochlorisocaproate is reduced by 
sodium amalgam in an alcoholic solution as usual, immediately a 
fruitlike odour is evolved, and by distilling the neutralized solution 
isocaproic ester is obtained. By saponification, isocaproic acid is 
produced. The calcium salt was analysed. 


0.6023 gm. of the sample lost 0.0955 gm. of H,0 at 105°-110°. 
0.1421 gm. of the dried sample gave 6.0708 gm. of Na,SO,. 


Found: H,O, 16.23. 
Cale. as (C,H,,0.,),Ca.3H,0: 16.66. 
Found : Ca, 14.68, 
Cale. as (C,H, ,O,).Ca ; 14 86. 


Aminocaprylic acid which may be assumed to be the mother 
substance of caprylic ester is not yet found as a constituent of the 
proteins. 

However, still undiscovered constituents of proteins must be 
numerous, and in reality the author observed that leucic acid and 
phenyllactic acid (2) prepared from gluten contained some higher 
oxyacids. 

Thus various essential oils may be produced purely chemically 
from proteins at some future time. Here a short description of 
some other ethereal oils obtained from leuciec acid may be 
given. 

(3) Ethyl l-acetylleucate. 1-(CH,), CHCH,CH (O.COCH,) 
COOC,H, 

By treating /-leucic acid prepared from gluten with alcoholic 
sulphuric acid, ethyl (-leucate boiling at 87-89.5° (18-20 mm) was 
obtained which had an agreeable odour. (7) 
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Sample, 0.1206: CO,, 0.1556; H,O, 0.1164, 
Found : C, 57.80 ; ish 19.80. 
Calevas Cho O}: 53.54, 9.75. 

The mixture of 5 gm. of the ester and 5 em. of acetylchloride 
was boiled on a sand bath for about 4 hours. The product was 
thrown into water and neutralized with dilute alkali. 

The oil was extracted with ether, washed, dried and 
fractionated, 

Ethyl (-acetylleucate is a colourless mobile oil (b-p., 120-121° 
at 20mm.) having an agreeable and peculiar odour resembling 
some Japanese fermentation products such as ‘“ Miso.” 


Sample, 0.1448 : Co,, 0.3141 : 1el gO), 0.1200 
Found : C, 59 16; H, 9 27. 
Calemas. Cr EO): 59.41, 8.91. 

(4) Methyl 1-acetylleucate. I-(CH,), CH CH.,CH(OQCOCH, ) 
COOCH,,. Methyl /-leucate boiling at 80°-82° (18-20 mm.) was 
acetylated with acetic anhydride. 

The acetyl derivative boils at 99°-100° (21 mm) and has an 
agreeable odour. 

Sample, 0.1063 : Cox 0.2226 ; HE O; 0.0893, 


Found : Cc S711 H 9.40 
Cale. as C,H, ,0,: 57.18, 851: 


2 


The ester is strongly levorotatory [a] = —38.13° d=1.0048 
and the distribution of mass is 
CH(ClHs) (OCOCH, ) COOCH., 
57 59 59 

and the assymmetric product is the least of all known active 
compounds. 

This example is of considerable interest as contradicting Guye's 
view. (5) 

(5) Ethyll-benzoylleucate. [-(CH,),CH CH,CH(O CO C,H) 
COOC,H,. 

The ester was prepared by heating /-leucic ester with benzoyl 
chloride. 
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Tt is a colourless mobile oil and boils at 174°-176° (17 mm) 


and has a weak turpentine-like odour. 


Sample, 0.1916 : co,, C. 458 ; H,O 0.1404, 
Found : C 67.73 ; H 8.19. 

Cale, as Operas One 68.18, 7.58, 

Saponification value found : 445, 

Cole. as Onn). On: 445, 


(6) LEthyl-l-isovalerylleucate. 
(-(CH,),CHCH,CH(OCOC,H, )COOC,H,, 
The ester was prepared by heating ethyl /-leucate 
isovaleryl chloride. It is a colourless mobile oil boiling at 125°- 
128° (10 mm.) and has a weak peppermint-like odour. 


Saponification value found: 470. 
Caleuism C7. Hy) Ove: 470, 


with 


(7) l-monochlorisocapronyl I-leucic acid ethyl ester. 


CH, OCOCHCI 
\ i ~ CH. 

OH CH, CH UH. CHC a 
oe aS \cu, 
cH, COOC,H, 


The ester was obtained by the action of (-monochlorisocaproic 


chloride upon ethyl (-leucate. 
Tt boils at 152°-153° (10 min). 


Saponification value found: 560. 
Cale. as C©,,H,,0,Cl: 577. 

Found : Cl, 10.8 
Cale. as C,,H,,0,Cl: 12.1 


(8) Amyl l-monochlorisocaproate. 
-(CH,),CHCH,CHCICOOC ,H, ,. 

The ester was prepared by warming /-monochilorisocaproic 
chloride with amyl alcohol. It is a colourless mobile oil boiling 
at 113°-114° (10 mm.) and has a weak odour reminding one of an 
overripe orange. 


Saponification value found : 498. 
Cale. as Cr oe C1Os 509. 
Found Cl, 15.64 


~] 
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Cale. as Cr aan C1Ol: 16.08 

Sample, 0.1252 : CcO,, 0.2719 ; H,0, 0.1051. 
Found : (ORS! 9-53 H. 9.48, 

Cale. as .C,,H,,C10,: 59.86, 9.52, 


When the ester was reduced with sodium amalgam in an alcoholic 
solution, amyl isocaproate was obtained. 

In conclusion the author wishes to express his gratitude for 
his indebtedness to Prof. IX. Ikeda who bore the expenses of 
of these experiments. 
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KLEINE MITTEILUNG, BETREFFEND DEN FERMENT- 
GEHALT DES SCHLANGENSPEICHELS. 


Von 
NOBUYOSHI FUSE. 


(Aus dem Institut fiir med. Chemie der Tohoku Kaiserl. Univ., Sendai. 
Direktor: Prof. Katsiji: Inowye) 


(Hingegangen am 22. Miirz 1922) 


Im ILaufe einer anderen Untersuchung bot sich mir durch 
einen Zufall die Gelegenheit dar, Sekret der Munddrisen der 
Schlange in Arbeit nehmen zu konnen. Das Material stammte 
von zwei uber 6m Jangen Pythons und wurde mir vom Fuhrer 
eines Zirkus freundlich zur Verftigung gestellt. Als Nahrung 
wurden den Schlangen alle funf Tage ungefiihr zwei Kilo Rind- 
fleisch, in Portionen von 400-5002, gegeben. Schiebt man dabei 
zuerst ein Fleischstuck mittels eines holzernen Stabs in den Schlund 
hinein, so befordert die Schlange es schnell hinab in den Magen ; 
darauf gibt man das zweite, welches ebenso’ leicht verschluckt 
wird. Wenn das Tier so das Fleisch gefressen hat, erhilt es nun 
lauwarmes Wasser ; es taucht seinen Kopf mehrere Minuten darein 
und sauet inzwischen gewohnlich 2-3 Liter. 

Hebt man nun eine Stunde nach dem Futtern den oberen 
Teil des Halses etwas empor, so fliesst reichlich Flussigkeit 
heraus. Diese Fltssigkeit ist klar, farblos, dunn schleimig, faden- 
ziehend, und enthalt manchmal weisse Fetzen. Sie reagiert gegen 
Tackmus alkalisch. Konnte vielleicht ein Teil derselben yom 
noch im Schlund zurtickgebliebenen Wasser herruhren, so ergibt 
sich doch jedenfalls aus ihrer Beschaflenheit, dass es sich wesent- 
lich um Sekret der Speichel- oder Munddrisen handelt. Sie lasst 
sich im allgemeinen noch 3 Stunden nach der Nahrungsaufnahme, 
wenn auch in geringen Mengen gewinnen. 

Das spezifische Gewicht dieses Sekretes betraégt 1,003-1,004 
und der Gehalt an festen Stoffen 4-5 pro Mille. Als organische 
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Bestandteile sind Muzin, Spuren von Eiweiss und Harnstoff zu 
nennen. Das Muzin wird durch Essigsiure gefaillt und lost sich 
nicht im Uberschuss des Fallungsmittels. Rhodankalium ist nicht 
vorhanden. 

Unter den Mineralbestandteilen habe ich 0,061g¢ Cl und 
0,0121 g Ca in 100 ccm einer drei Viertelstunden nach der Nahr- 
ungsaufnahme entnommenen Probe gefunden, und 0,0720 g Cl und 
0,0143 ¢ Ca in einer anderen Probe, welche nach 80 Minuten 
gewonnen wurde. Das Wasser, das man den Schlangen gab, 
enthielt 0,0576 g Cl und 0,0064g Ca in 100ccm. Der Gehalt 
des eigentlichen Sekretes an diesen Mineralbestandteilen scheint 
demnach nicht eine bedeutende Abweichung von dem des Speichels 
der gewohnlichen Saugetiere zu zeigen. 

Wie man aus den folgenden Tabellen ersieht, zeigt der Speichel 
von Python eine schwache aber unverkennbare amylolytische 
Wirkung, welche durch Zusatz von wenig Kalziumchlorid verstarkt 
wird. Die Prifung auf Amylase geschah in der folgenden Weise : 
leem Starkelosung (losliche Starke, Kahlbaum) wurde mit 2 cem 
Speichel und ein wenig Toluol versetzt, in den Brutschrank 
gestellt und nach Ablauf einer bestimmten Zeit die Jodreaktion 
angestellt. 


Zeit n. a. 
Nr. d. Nahrungs- | Konz. d. fe Z 
Schlange. aufnahme Stirkelés. ea Loe rae Anmerkung. 
ee = % igestion dure = 
Minuten 
15 Min. 30 Min. 9 Std. 
blau blau rot 
ch iN 80 2'Tropfen 
a f : farblos {1 % CaCl, 
mugesetzt 
Gekochter 
blau blau blan Speichel 
2 Std. 4 Std. 52 Std. 
Il. B 40 ; 
0,2 violett-  rétlich farblos 
rot gelb 
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Zeit n. d. | 
Nr. d. Nahrungs-| Konz. d. Todreaktion nach d. 
Schlange | aufnahme Anmerkung. 
Exp. in Stiirkelés. Digestion durch 
Minuten 
8 Std. 12 Std. 
1G A 40 0,2 | rétlich farblos 
bl is Gekochter 
dan lau | Spelbticl 
1 8td. 2 Std. 4 Std. 
IV. B 90 0,1 violett rotlich farblos 
blan blau blau ae 
Speichel 


Es ist ohne weiteres verstiindlich, dass die Mundsekrete de 
Schlange eine grosse Rolle beim Verschlingen der Beutetiere 
spielen. Auch die Beschafienheit steht im Hinklang mit seiner 
Funktion als Schmiermittel, Da bei diesen Tieren aber das 
Fehlen des Kauens und die Art der Nahrung eine amylolytische 
Einwirkung des Speichels von vornherein wenig wahrscheinlich 
machen, so erscheint das Vorkommen von Amylase merkwurdig 
genug. Allerdings ist ihre Wirkune so gering, dass man ihr 
keine hohere Bedeutung beimessen kann. 

Auf Fibrin und Olivenol wollte das Sekret gar nicht wirken. 
Ferner wurden die Beine eines lebenden Trosches in das Sekret 
eingebracht und mehrere Tage darin gelassen; aber Veranderung 
war nicht wahrzunehmen. 
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CHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
WIDERSTANDSFAHIGKEIT DER REISARTEN GEGEN 
DIE ,, IMOCHI-KRANKHEIT.” 


Erster Bericht. Vergleich der hauptsachlichsten chemischen 
Bestandteile von vorlaufig zwei in Hokkaido angebauten 
Reisarten, einer empfinglichen und einer widerstandsfahigen. 
Von 
KOJI MIYAKE und MASASHI ADACHI. 


(Aus dem Agrikultur-chemischen Laboratorium der Hokkaido Kaiserlichen 
Universitat, Sapporo.) 


(Kingegangen am 12. Mirz 1922.) 
EINLEITUNG. 


In der intensiven Landwirtschaft, welche die héchste Ernte von 
einem bestimmten F'lachenraum zu erreichen trachtet, ist es von 
groBter Wichtigkeit, Mittel und Wege zu finden, um der schadlichen 
Kinwirkung von Pilzen und Insekten vorzubeugen. 

Hiervin leistet nicht nur die Pflanzenzichtung eine wertvolle 
Arbeit ; auch die Erforschung der Ursachen der Widerstandsfihigkeit 
oder Immunitaét gewisser Pflanzen gegen diese Schidlinge ist von 
erokem Werte. 

Dies ist aber naturgemi8 keine leichte Aufgabe, da _hierbei 
viele Faktoren in Betracht zu ziehen sind. Einerseits verlangt 
dieses Studium vorerst die genaueste Kenntnis der Eigenschatten 
des Pilzes, andererseits ist es auch nétig, die Eigentumlichkeiten 
des Wirtes zu erforschen; erst dann ist man imstande, die 
Beziehungen des Pilzes zu seinem Wirte niiher kennen zu lernen. 
Atrbeiten dieser Art gibt es nur in geringer Zahl. 


I. Begriff der Widerstandsfahigkeit der Pflanzen. 


Hinsichtlich ihrer Widerstandsfihigkeit gegen das Eindringen 
von pathogenen Pilzen hat W. A. Orton bei den Pflanzen die 


folgenden vier Falle unterschieden. 
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1. Fall: die Krankheit ist vorubergehend. 
2. Fall: die Krankheit ist andauernd. 
3. Fall: die Pflanze ist widerstandsfahig. 
4. Fall: die Pflanze ist immun. 


Er erklart, daB fiir den Fall, wo die Pflanze immun oder 
widerstandsfahig ist, eine Gefahr nicht besteht. 

In der Tatsache, daB die Krankheit bisweilen voribergehend 
ist, kann kein Beweis gesehen werden fur geringe Empfanglichkeit, 
da Verdnderungen des Klimas oder andere ungunstige Wachstums- 
bedingungen die Aunsteckung begtnstigen und die Krankheit er- 
schweren konnen. 

Der Beeriff der Widerstandsfahigkeit kann einerseits so erklart 
werden, dab gewisse chemische Substanzen (1) wie Toxine, Enzyme 
oder der Saiuregehalt der Zelle usw. im Pflanzensafte wirksam sind 
und die Pflanze vor Ansteckune schutzen ; anderseits kommen hier 
aber auch rein mechanische Mittel, wie Behaarung, Dicke der 
Oberhaut und Stirke der Korkschicht usw. in Betracht, um die 
Infektion zu verhindern. 

Jedenfalls spielt in bezug auf die gréBere oder geringere Empfang- 
lichkeit die chemische Zusammensetzunge der Wirtpflanze, die dem 
Pilze als Naihrboden dient, eine derart wichtige Rolle, daB diesem 
Studium eine groke Bedeutung fir die griindliche Erkenntnis der 
Widerstandsfihigheit gegen Pilzinfektion zukommt. 


II. Allgemeine Beschreibung der Imochi-Krankheit. 


A. Die ,, Imochi-Krankheit “ ist die sehwerste Krankheit der 
Reispflanze. Sie tritt in fast allen wichtigen Reisgegenden der Welt 
auf und ist auch in Japan tberall verbreitet. Der erste schriftliche 
Bericht uber diese Krankheit in Japan (13) wurde vor 215 Jahren 
abgefaBt. 

Die Erkenntnis jedoch, daB als Ursache dieser Krankheit ein 
Pilz (5) zu betrachten ist, datiert aus dem 19. Jahrhundert. Seither 
sind allmahlich die Eigenschaften der Krankheit und des Pilzes 


von einer zunehmenden Zahl von Forschern studiert und dargestellt 
worden. 
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Diese Krankheit verursacht alljihrlich betriichtliche Verluste, die 
bisweilen so stark ansteigen, da die ganze Reisernte verloren geht, 
was in vielen Gegenden gleichbedeutend ist mit Hungersnot. 

Im Folgenden soll das Krankheitsbild (3, 4, 5) kurz beschrieben 
werden. 

1) Die Krankheit kommt meistens auf den Blattspreiten, 
Scheiden und Stengeln zum Vorschein; hiiufig wird auch irgend 
ein anderer Teil der Pflanze angesteckt. An den jungen Pflanzen 
werden die altern Blatter zuerst angegriffen, dann die jiingeren Teile. 
Es entstehen dabei gelbe Flecke, welche sich bald braunlich 
verandern und vergroRern. 

2) Wenn die Krankheit auf den, Stengeln auftritt, kommt sie 
gewohnlich auf dem Knotenstiicke zum Vorschein, wodurch diese 
Gewebe allmahlich absterben. 

3) Diese Krankeit kann wtberhaupt irgend einen der Lutt 
ausgesetzten Teil der Reispflanzen befallen und ist auch zeitlich 
auf keine Entwicklungsperiode beschrankt. 

B. Die Higenschaften des die Krankheit erregenden Pilzes sind 
sehr kompliziert, ihre nihere Erforschung bildet einen wichtigen 
Gegenstand der Pflanzenpathologie. 

Im Folgenden gebe ich eine kurze Ubersicht tiber die bereits 
bekannten chemischen Tatsachen : 

1) Der Pilz ist sehr empfindlich (5, 14) gegen Sauren, und 
er selbst weist eine Art siuerliche Substanz auf. 

2) Der Pilz nimmt leicht Stickstoff auf (5), besonders in der 
Form yon Pepton. 

3) Kohlenhydrate sind wichtig (5, 8) fur das Wachstum des 
Pilzes, besonders die Zuckerarten bilden gute Nihrstofte. 

4) Der Pilz vermag nicht in Kohlenoxyd (8) zu wachsen. 

C. Der Pilz kann eine groke Zahl von Reispflanzen infizieren. 
Bis jetzt ist keine Art gefunden worden, die vollig immun gegen 
die Krankheit ware. 

Aus diesem Grunde miissen wir uns bei unseren Versuchen mit 
widerstandsfihigen Arten begniigen. Gegenwartig werden in Hok- 
kaido die Arten (2) ,, Akage,“ ,, Igoshiwase “ und ,, Kuroge “ als 
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empfinelich und die Arten “ Bozu “ als widerstandsfihige Sorten 
betrachtet. 

Aber selbst bei diesen widerstandsfihigen Arten ist die An- 
steckung von verschiedenen Umstinden (3, 4, 5) (z.B. Klima, Dunger 
etc.) abhingig. Stickstoff als Diinger scheint die mechanischen 
Schutzmittel der Wirtpflanze zu schwichen, deshalb werden solche 
Palanzen fir die Krankheit empfainglicher gemacht; dem Kalk 
hingegen kommt allem Anschein nach eine gunstige Wirkung zu, 
weil er ein kraftiges Dickenwachstum der Zellenwande (5) in 
Blattern und Stengeln bewirkt. 

Das Myzel des Pilzes dringt durch alle Teile des Gewebes und 
weder die farblose Pigmenthaut noch das GefaBbundelsystem konnen 
ihm erfolgreich Widerstand leisten. Doch steht die Dicke der 
Zellwand in exger Beziehung zu der Krankeit. 

I. Zu unserem Bedauern besitzen wir von dieser Krankheit, 
aufer einer Untersuchung von Onodera (9) keine chemischen 
Arbeiten. Auf dem Gebiete der Pflanzenpathologie dagegen gibt 
es in Japan (11, 12, 3, 4, 18, 14, 5, 7, 8) verschiedene Abhand- 
lungen daruber. Dies hat uns bewogen, unsere Aufmerksamkeit 
dieser Krankheit zuzuwenden und die Widerstandsfahigkeit der 
Reispflanzen nach der chemischen Seite hin zu erforschen. 

Dem Fortschreiten der Untersuchungen gemai& werden wir yon 
Zeit zu Zeit Bericht erstatten. 


DarLEGUNG DER VERSUCHSRESULTATE. 


Aus den vorerwihnten Ausfihrungen betreffend die Widerstands- 
fahigkeit lassen sich die folgenden Punkte hervorheben. 

Den chemischen Substanzen, die in den Pflanzen enthalten sind, 
kommt bei der Bestimmung der Ursachen der Widerstandsfihigkeit 
cder Empfanglichkeit groBe Bedeutnng zu. 

Zur Losung dieser Frage sind die vorliegenden Untersuchungen 
vorgenommen und eine Methode gewihlt worden, die im nach- 
fclgenden Kapitel niher beschrieben werden goll. 
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I. Untersuchungsmateriat. 


Als empfinglichste und widerstandsfaihigste Arten werden die zwei 
Sorten ,, Akage “ und ,, Bozu “ verwendet. 

Diese zwei Arten (2) sind ftir Hokkaido typisch, auch stehen 
beide in enger Beziehung zueinander. 

Als die urspringliche Art mu8 die rot begrannte und frihreife 
Art ,, Akage ”’ betrachtet werden ; aus ihr hat sich die Sorte ,, Bozu “* 
entwickelt, deren wertvollste everbte Eigenschaft eine grdBere 
Widerstandsfihigkeit gegen die Imochikrankheit ist. Sie zeichnet 
sich ferner dadurch aus, daB sie keine Grannen aufweist ; dagegen 
steht sie in der Qualitit ,, Akage “ nach. 

Beide Arten wurden zum Zwecke des Versuches unter gleichen 
iuBern Bedingungen (z.B. Bodenart u. Diinger) gezogen. Um die 
Bestandteile der Pflanze zu studieren, ist es von Wichtigkeit, vollig 
trockene Pflanzen zu verwenden. Die Ernte wurde deshalb auch an 
einem heitern Tage vorgenommen und zwar so, dai die Stengel 
sorefaltig zwei Zoll ther dem Wasser des Reisfeldes abgeschnitten 
wurden. 

Die Gewinnung des Untersuchungsmaterials wurde auf die drei 
wichtigsten Stadien im Entwicklungsgange des Reises verteilt. 

1. Periode: Erscheinen der Ahren. 

2. »  «: Anfang der Blitezeit. 

3. » 2 Stadium der Entwicklung zu milchreichen Samen. 

Im Versuche wurde mit der ganzen Pflanze experimentiert und 
eine Scheidung der duBern und innern Stengelteile nicht vorgenom- 
men, weil die erdRere oder geringere Beschidigung der Pflanze 
durch den Pilz in direkter Beziehung steht zu ihrer allgemeinen 
Widerstandsfihigkeit gegen die Krankheit. 

Um weiterhin die unldslichen Stoffe zusammen mit den loslichen 
zu erkennen, wurden einmal die ganzen Pflanzen (Blatter zusammen 
mit den Stengeln), dann aber auch nur einzelne Teile (Blatter od. 
Stengel od. IXnotenstiicke) auf ihre chemische Zusammensetzung 


hin geprutt. 
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IT. Untersuchungsmethode. 


Um moglichst reines Untersuchungsmaterial zu gewinnen, wart 
ich die Ahren fort und brauchte nur die Stengel samt den Blattern. 
Fin weiterer Grund zu diesem Vorgehen liegt in dem Vorhandensein 
yon Stirke in den Ahren, wodurch die chemische Analyse gestOrt 
wird. 

Zum Ywecke der Analyse des frischen Saftes wurde die aus- 
gepreBte Flissigkeit mit Hilfe einer Zentrifuge von der Starke 
getrennt. Der ProzeB ist also eine Art Filtration, die unter starkem 
Druck verlautt. 

“Der chemische Bau der Reispflanzen ist erst dann vollstandig 
bekannt, wenn sowohl die Menge als auch die Zusammensetznng 
siimtlicher chemischer Bestandteile festgestellt ist. 

Dies ist aber in mehrfacher Hinsicht eine uberaus schwere 
Aufgabe, da eine groBe Anzahl von Stoffen, wie Enzyme, EiweiB- 
korper, Membranstoffe und andere Substanzen sehr schwer nachzu- 
weisen sind. 

In den folgenden Tabellen werden nur die hauptsichlichsten 
chemischen Bestandteile zusammengestellt. 


IIL. Analytische Resultate. 


A) Vergleichung der hauptsiachlichsten chemischen 
Bestandteile im frischen Safte der zwei Reisarten. 
Die aualytischen Resultate sind in der nachstehenden Tabelle 


cingetragen. 
TABELLE JI. 
Erste Periode. 
5 », Akage “ 5, Bozu * 
S ae ae In Pro- er pene ero= 
B Bestandteile pre Pana dee Sree ment onder 
Trocken- Trocken- 
100 cem substanz 100 ccm substanz 
Trockensubstanz 1.1150 g Oe 1.8200 g % 
I Reinprotein 0.3141 ,, Sala 0.2722, 14.94 ,, 
Gesamtstickstoff 0.0804 ,, 2.0%, 0.0661 ,, 3.63 ,, 
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@ », Akage “ ,, Boza 
* Bestandteile Quantitit ee Quantitit Bere Tie 
= 10 ere Trocken- | 49 catea Trocken- 
: substanz | substanz 
I | Kiweibstickstoft 0.0502 g 4.5096 0.0435 ¢ 2.399% 
Nichteiweifstickstoff 0 0302.,, De Os 0.0225 ,, IBS... 
Reduzierender Zucker 0.0236 ,, Dudes 0.0494 ,, DOilpee 
Nichtreduzierender Zucker 0.0149 ,, {LR OOS Orde 
Trockensubstanz 2.2500 9g | 1.8500 g % 
Reinprotein 0.31387 ., | 13.94, 0.2722,, | 14.71,, 
Gesamtstickstoft 0.0708 ,, Sade 0.0481 ,, 2.60,, 
Il | Fiweil’stickstoft 0.0502 ,, 2.23.,, 0.0435 ,, 2.34... 
NichteiweiBstickstoff 0.0206 ., Ooi 0.0046 ., ().24 ,, 
Reduzierender Zucker 0.0338 ,, HPO ies 0.1276, 1°49) ,, 
Nichtreduzierender Zucker 0.0892 ,, 3.96 ,, 0.0594. ,, 3.21 ,, 
Trockensubstanz 2.8750 g % 2.1700 ¢ % 
Reinprotein 0.3350), | 11:63),, 0.2093 ,, 9.64. ,, 
Gesamtstickstoft 0.0670 ,, DARD 0.0460 ,, 2.12,, 
Tt} HiweiBstickstoft 0.0536 ,, 865. 0,0335 ,, 1.54, 
Nichteiweifstickstoft 0.0134 ,, Osis 0.0125 ,, 5.03 ,, 
Reduzierender Zucker 0.0548 ,, 2.03... 0.0268 ., 1.23 ,, 
Nichtreduzierender Zucker 0.1482 ,, 515. 0.0522 ,, 2.40 ,, 


Aus diesen Analysenresultaten lassen sich die folgenden Tatsachen 
ableiten. Der gemessene Saft enthiilt sozusagen die siimtlichen 
wasserléslichen chemischen Bestandteile der lebenden Zelle. 

Trockensubstanz. Wegen des Saftverlustes beim Pressen sind die 
Resultate nicht absolut zuverlissig, auch spiegeln sie nicht den 
wirklichen Tatbestand wieder; nichtsdestoweniger kann aus der 
vorerwahnten Tabelle gefoleert werden, daB der Saft von ,, Akage “ 
dicker ist als der von ,, Bozu.‘ 

Dem Fortgang des Wachstums gemif wird der Sait dicker. 

Sticksto ffhaltige Substanzen. Aus den vorerwiihnten Tabellen geht 
hervor, daB sich der Prozentanteil des Gesamtstickstoifes (zusammen 
mit dem Proteinstickstoffe) und somit auch der des Reinproteins 


yermindert. 
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Zuckerarten. Die Quantitiit der Zuckerarten in dem Safte ist 
verhiltnismabig groB; im Gegensatz zu den stickstoffhaltigen 
Stoffen vermehrt sich sein Prozentanteil dem Wachstum gemib. 

Die Differenz des Zuckergehaltes bei den zwei Arten ist sehr 
eroB; je groBer die Pflanze wird, desto groBer wird ihr Zuckergehalt. 

B) Vergleichung der chemischen Hauptbestandteile 
im Pflanzenkorper der zwei Reisarten. 

Die analytischen Resultate des Pflanzenkorpers sind in der 
nachstehenden Tabelle eingetragen. 

TABELLE IL. 


Vergleichung der organischen Bestandteile. 


. », Akage “ +, Bozu *¢ 
2 Bestandteile conten teanten esl neste oe eee 
oy frischer | Trocken- | frischer | Trocken- 
Substanz | substanz | Substanz substanz 
"| Feuchtigkeit 75.30% % | 78.20% % 
Roh protein 2.45,, 9.93'5, 2.08 ,, 9.56 ,, 
Rohfett OSE TGs 0.36 ,, 1G i. 
Rohfaser TRESS, 32.13 ,, Sabre B1a39) 95 
N-freie Extraktivstofte DHLOSE, 44.83 ,, 8.27 ,, DUIS 55, 
T Rohasche 2.82. ,, 211.44 ,, PASE), 13.45 ,, 
Gesamtstickstoff 0.49 ,, Aare. 0.33 ,, eS Sis 
Hiweibstickstoff OS0Rs THO. Osis 1.435, 
‘NichteiweiBstickstoft 0.09 ,, Ove 0.02 ,, 0.10 ,, 
Reduzierender Zucker Orie 0.58 ,, 0.16 ., OnaEs 
Nichtreduzierender Zueker On 0:00), 0,095, 0.42, 
Feuchtigkeit 74.6299 a 77,4099 % 
Robprotein 2.22 ,, S.Siee 1.85 ,, 8.18 ,, 
Robfett 0.42. ,, aC 0:33", anne 
Rohfaser S.Cor, 32.20,, 8.45 ,, BBS) 5: 
N-freie Extraktivstoffe TOs6545 42.54, 8.46 ,, 37.24 ,, 
II | Rohasche 3.68 ,, 14.69 ,, 3.46 ,, LOE, 
Gesamtstickstoft US655 1425, 0.29 ,, alailee 
BiweiSstickstof€ 0.82 ,, IL DAS a 0.22.,, 0.96 ,, 
Nichteiweibstickstoft 0.0L,, 0.19 ,, 0.07 ,, . Osis 
Reduzierender Zucker OSes 1.47 ,, 0.20,, Osoe 
Nichtreduzierender Zucker 0.27 ,, LOT: 0.09 ,, 0.43 ,, 
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= » Akage * ,, Bozu 

S' = 2 es > i, P70) 

5 Bestandieile Se a Ae lp era eens 

= frischer | Trocken- | frischer | Trocken- 

Substanz | substanz | Substanz | substanz 

Feuchtigkeit 74.629 Ye 77.409 % 
Rohprotein AESOP: (Alles Gar, Tesices 
Rohfett 0.44 ,, Ted ies 0.43 ,, ret) ee 
Rohfaser 8.29 ,, Se Oley 8.45 ,, BAL, 
N-freie Extraktivstoffe 10.66 ,, 42.04 ,, (esc 34.61 ,, 

UL} Rohasche 4.16 ,, 16.42 ,, 4247; 18.78 ,, 
Gesamtstickstoft 0.29 ,, La en Os Oies iba Weg. 
EiweiBstickstoff 0.21 .. 0.83 ,, 0:13 ,,, 0.59 .,, 
Nichteweifstickstoft 0.08 ,, 0.19 ,, (13) 0.59 ,, 
Reduzierender Zucker 015555 Dal Sins OsLoe: 0.87 ,, 
Nichtreduzierender Zucker 0.68 ,, Plies 0.10 ,, 0.46 ,, 


Zwecks Bestimmung der absoluten Quantitit der organischen Sub- 
stanzen wurden die Stengel zusammen mit den Blattern untersucht. 
Ferner habe ich auch zur Vergleichung der Art und Menge der chemi- 
schen Substanzen die Blattscheiden und Stengel getrennt analysiert. 
In allen Fallen wurde zur Probe auch die Bestimmung der gesamten 
Stoffe (Stengel zusammen mit den Blattern) vorgenommen. 

Stickstoffhaltige Substanzen. Im groBen und ganzen weist die 
Art ,, Akage “ die gréBere Quantitit an Gesamtstickstoff auf und 
demgemif auch an Rolprotein. In beiden Arten vermindert sich 
allmahlich die Quantitit des Gesamtstickstoffes. 

Auch im Falle des Gesamtstickstoffes besitzt die Art ,, Akage “ 
den eroRern Gehalt an Proteinstickstoff als ,, Bozu.“ 

ftohfett. Die sehr geringen Differenzen zwischen den beiden 
Arten lassen den Fettgehalt als unwichtigen Faktor fur die Wider- 
standsfihigkeit erscheinen. 

Rohfaser. In der Rohfaserquantitaét tbertrifft die Art ,, Bozu “ 
die andere Art. Die drei Perioden weisen nur geringe Unter- 
schiede auf. 

Rohasche. ,, Bozu “ hat groReren Gehalt an Asche als ,, Akage.“ 
Dem Wachstum gemé8 vermehrt sich ihre Quantitat. 

Zuckerarten.  ,,Akage “ hat groBern Gehalt an Zuckerarten als 
» Bbozu. Dem Wachstum gemi vermehrt sich seine Quantitat. 
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TABELLE IIL 
Vergleichung der anorganischen Bestandteile. 
. » Akage “ 5» Bozu “ 
g Beciandteile In Pro- In Pro- In Pro- In Pro- 
o zenten. zenten zenten zenten 
Oe frischer der frischer der 
a Substanz | Reinasche | Substanz Reinasche 
Reinasche 2.54% % 2.64% % 
Kieselsiiure 1.68 ,, 66.32 ,, TSG) x, 73.91 ,, 
Magnesia 0.07 ,, 2.89 ,, 0.05 ,, Uso hots 
Phosphorsiiure 0.08 ., sll 0.04 ,, ro oes 
é Fisen 0.002 ,, 0.09 ,, 0.008 ,, OSC a. 
Kalk 0.07. 2.85 ,, 0.06 ,, 2.49 ,, 
Schwefelsiiure 0.08 ,, BOL Onde 4.27 ,, 
Kali 0.43 ,, 16.80 ,, 0.36 ,, 13.46 ,, 
Natron (HOG: 3.05 ,, 0.08 ,, 3.22. ,, 
Chlor 0.10 ,, 3.98 ,, + ” 
Reinasche 3.13% a 3.24% Me 
Kieselsiiure 2.27 ,, TRA DOT Uioe des 
Magnesia 0.08 ,, 2.51 ,, 0.05 ,, ‘ler as 
Phosphorsiiure 0.06 ,, moO 0.02 ,, 0.62 ,, 
a QPisen 0.008 ,, OS, 0.002 ,, 0.07 ,, 
Kalk 0.05 ,, ios 0.08 ,, 2.49 ,, 
Schwefels‘iure OT 2.32 ,, 0.08 ,, Goa. 
Kali 0.43 ,, 13.35 ,, 0.42.,, 13.01 ,, 
Natron 0.08 ,, 25D 55 0.08 ,, 2.64 ,, 
Chlor 0.10 ,, 3.22 ,, # es 
Reinasche 3.90 9¢ % 4.0596 % 
Kieselsiure 2.92\,, 74.92 ,, BUSA on 82.10 ,, 
Magnesia 0.05 ,, 1.30,, 0.07 ,, aes 
Phosphorsiiure 0.04 ,, WOT ba 0:02.,, 0.50 ,, 
ae Eisen 0.005 ,, 0.14.,, 0.003 ,, 0.09 ,, 
Kalk 0.05 ,, 133, 0.09 ,, 2.40 ,, 
Schwefelsiiure 0.05 ,, 1.33:,, OO%, IST, 
Kali 0.51 ,, 13.00 ,, 0.35.,, ets) a 
Natron 0.09 ,, 2.40 ,, 0.12.,, 3.00 ,, 
Chlor 020; DATES) ee = ” 


So) 
Ge 
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Die anorganischen Bestandteile der Pflanzen werden meist durch 
Veraschung ermittelt. Diese Methode gibt jedoch keine genaue 
Auskunft dartber in welchen Verbindungen sie in der Pflanze 
enthalfen sind, noch kann sie alle anorganischen Bestandteile der 
Pflanze zur Ermittelung bringen; flichtige Substanzen wie z.B. 
Ammoniak und Salpetersiiure verflichtigen sich in der Hitze; 
Salzsiiure wird ausgetrieben, wenn heibe Kieselsiiure auf Chlorid 
wirkt. Durch Einwirkung glihender Kohle auf saure phosphorsaure 
Salze entweicht der Phosphor ebenfalls. Auerdem kann sich bei 
der gewohnlichen Art und Weise der Veraschung ein Teil der Salze 
wie z.B. das Chlorid der Alkalien der Bestimmung durch Verdamp- 
fung entziehen. 

Deshalb zeigen die vorerwahnten Resultate uur den Gesamt- 
gehalt in beiden Arten. Den chemischen Bau der anorganischen 
Bestandteile im nattrlichen Zustande missen zuktnftige Unter- 
suchungen klar stellen. 

Durch Vergleich der empfinglichen mit der widerstandsfahigen 
Art (in allen drei Perioden) wurden die folgendenTatsachen erkannt. 

Die Menge der Kieselsiure und des Kalks ist bei ,, Bozu “ 
eroBer als bei ,, Akage.“ Ferner ubertvifft die Art ,, Akage “ an 
anderen Aschenbestandteilen wie Magnesia, Phosphorsiiure und 
Kali die andere Art. 

C) Vergleichung der chemischen Bestandteile der 
Knotenstticke, ZAwischenknotenstucke und Blatter in 
den zwei Reisarten. 

Wie in der Einleitung geschrieben wurde, befallt die Krankheit, 
wenn sie auf den Stengeln erscheint, gewohnlich die Knotenstucke. 
Im allgemeinen kénnen der grofere Gehalt an Néihrstoffen und 
der schwiichere Gewebebau des Knotenstiickes als die Ursache der 
Empiinglichkeit angesehen werden. Die folgenden Resultate dienen 
dazu, diese Tatsache klar zu stellen. 


234 


K. Miyake und M. Adachi: 


TABELLE IV. 


Vergleichung der chemisvhen Bestandteile der Knotenstiike u. 
Zwischenknotenstiicke. 


a. 


Dritte Periode (organische Bestandteile) 


Zwischenknotenstiick 


Knotenstiick 
g ‘Hesiandierle In Pro- | In Pro- | In Pro- In Pro- 
ae zenten |zentender| Zenten |zenten der 
: frischer | Trocken- | frischer | Trocken- 
Substanz | substanz | Substanz | substanz 
Feuchtigkeit 79.57 % % 77.659 % 
Rohprotein 2.29 ,, 10.62 ,, 1507, Tei Ptss 
Rohfett 0.25 ,, 1225, 0.26 ,, Ie) 
Rohfaser 3.16 5, 30.92 ,, 7.34 ,. 32.85 ,, 
= N-freie Extraktivstoffe 8.66 ,, 42,43 ,, ON Deas 43.61 ,, 
@ | Rohasche 302,, | 1481, | 940,, | 1523), 
> Gesamtstickstoft 0.35 ,, LAOl. 0.25 ,, i pa oe 
Hiweifistickstoft 0.28 ,, doors (On ans OU. 
Nichteiweifistickst off 0.07 ,, O32" 0.08 ,, 0.37 .. 
Reduzierender Zucker 0.25 ,, BIBL Wen 0.24 ,, OT; 
Nichtreduzierender Zucker 0.36 ,, 1.48'., Os4 0.66 ,, 
Feuchtigkeit 81.0596 oe 80.88% Ye 
Rohprotein 1.04 ,, Di50e, ONS 4.25 ,, 
Rohfett 0.22 ,, 1.18 ,, 0.25 ,, 1S 
Rohfaser 6.93 ,, 36.65 ,, RPA 37.72 ,, 
N-freie Extraktivstofie 8.49 ,, 45.00 ,, CEO I is 40.57 ,, 
§ Rohasche 12. eae O11, (eoe 
= Gesamtstickstoft Os es 0.88 ,, 0.13 ,, 0.68 ,, 
Fiweifstickstoff 0.14 ,, 0.76 ,, OLS 0.58 ,, 
Nichteiweiftickstoff 0.02,, Ono, 0.02 ,, 0.10 ,, 
Reduzierender Zucker Os 0.89 ,, OUGes ASM es 
‘Nichtreduzierender Zucker Oslo 1057; 0.008 ,, 0.02 ,, 
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Dritte Periode (anorganische Bestandteile) Art: ,, Akage.« 


E Knotenstiick | Zwischenknotenstiiek 
v s 1 ee E 
x ees renter |, 2% | genten | 24 Pe 
et oe Reinasche funccaee Reinasche 
Subst Substanz 
Reinasche 2.57 9% Wa 2.96% vA 
Kieselsiure 1465, Noe, is Pebys 72.60 ,, 
Magnesia (a0) Dione 0.06 ,, 2.14. ,, 
¢ Phosphorsiiure 0.19 ,, VAL 0.07 ,, Bones 
% | Hisen 0.03 ,, 1095 0.03 ,, LiOies 
| Kalk 0.04.,, 1703 0.03,, 0.95... 
= Schwefelsiiure 0.08 ,, BHO 33 ORE 2.48 ,, 
Kali sons Ale Soya; 0.34 ,, 16.02 ,, 
Nrtron OL05e, Pa oe OHO = Doe 
Chlor Obits Gilde - + 
Reinasche 2.50% We 3.25% % 
Kieselsiiure Ue, Ure bye 2.67 ,, 82.08 ,, 
Magnesia 0.06 ,, PCL os 0.07 ,, R02 
Phosphorsiiure OO 4.29 ,, 0.07 ,, 2.08 ,, 
z | Eisen 00032) 013-0"| 0004 5 jean. ten 
S| Kalk 0.06 ,, Dae 0.09 ,, POY 
* | Schwefelsiure 0.02.,, 0.7345 0.02,, 0.60 ,, 
Kali 0.32,, | 14.56,, 0.39,, | 11.90,, 
Natron 0.03 .,, TEA 0:0575; 1.63 ,, 
Chlor $ x ” » 


Zwecks Bestimmung der hauptsiichlichsten chemischen Bestand- 
teile der Knctenstiicke werden die Knotensticke etwa 1.2 cm 
beidseitig yom Knoten abgeschnitten. 

Im Knotenstiicke ist die Quantitét des Proteins, Gesaitstick- 
stoffes und der Zuckerarten sowie der Magnesia, Phosphorsaure 
und des Kali gréBer als im Zwischenknotensttck; im Gegensatz 
dazu ist die Menge der Kieselsiure beim Zwischenknotenstuck 
erdBer als beim Knotenstucke. 

Aus diesen Tatsachen kann man die folgenden SchluBfolgerungen 


ziehen : 


236 KX. Miyake und M. Adachi: 


a) In den meisten Féillen ist das Knotensttck reicher an 
Nihrsubstanzen, die dem Pilz zum Gedeihen notig sind. 

b) Auch finden sich diese Substanzen in groRerer Menge bei 
,, Akage “ als bei ,, Bozu.“ 


TABELLE IV. b. 


Vergleichung der chemischen Bestandteile der Blatter in den 
zwei Reisarten. Zweite Periode. 


», Akage * », Boze 
: estate eg eee eee 
frischer | Trocken- | frischer | Trocken- 
Substanz | substanz | Substanz | substanz 
Feuchtigkeit | 67.709 % 69.30 9¢ OK 
Rohprotein 4.87 ,, elses 4.60 ,, 150055 
Rohfett 0.35 ,, LOC. 0.33 ,, AnO9Rs 
& | Rohfaser | 818, | 27303, | -8.26,, 2600, 
® | N-freie Extraktivstoffe 13.94, | 43.15), | 12:82.) |) alae. 
4 Rohasche 4.3155 | 1385) 1 267s all nore 
‘A Gesamtstickstoft 0.78 ,, 2.42 ,, 0.74, 2.40 ,, 
£ Liweibstickstoft Nyda 2.20 .,, 0.66 ,, 2.14 ,, 
Nichteiweifstickstoff 0.07,, 0.22 ,, 0.08 ,, 0.26 ,, 
Reduzierender Zucker 0.27 ,, OFS5E- 0.22.,, 0.72. ,, 
Nichtreduzierender Zucker 0.54,, 16635 0.49 ,, Lu GiDse, 
Reinasche 3.91% Ws 4.13% Ve 
Kieselsiiure PAB Irs Teil = 2.84 ,, 69.66 ,, 
a Magnesia O12, Sales 0.09 ,, 2.32 ,, 
val Phosphorsiiure 0.22.,, 5.66 ,, 0.13 ,, 3.24.,, 
a Hisen 0.02,, 051., 0.05, L1l 
7 Kalk 0.22; 5.89),, 0.23 ,, biGbies 
69 | Schwefelsiiure Outi. 2.92, Oxia 3.18 ,, 
EB | Kali 0.70; | B801,.| O52, 0 mobet 
Natron Onttes 2.92 ,, 0.08 ,, 2.05 ,, 
Chlor 0.32.., 8.38 ,, Oxse 3.20 ,, 


Die Blitter der Reispflanzen werden leicht vom Pilze angesteckt. 
Im ersten Entwicklungsalter werden beide Arten infiziert; doch 
vermag sich die Art ,, Bozu“ langer zu halten. Wie aus der 
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vorerwahnten Tabelle hervorgeht, gibt es in diesem Falle nur 
geringe Differenzen zwischen den beiden Arten. 

In Prozenten der frischen Substanz ausgedriickt sind die stick- 
stoffhaltigen Substanzen und Zucker von ,, Akage “ grdBer als yon 
», Bozu.“ Ferner wbertrifft die Art ,, Akage “ die andere Art durch 
ihren groBeren Gehalt an Magnesia und Phosphorsiure, was aus 
der vorerwahnten Tabelle ersichtlich ist. Auch in diesem Falle ist 
die Quantitét der Kieselsiiure bei ,, Bozu“ um vieles groBer als 
bei ,, Akage.*‘ 


ZUSAMMENTFASSUNG. 


I. Den yorliegenden Untersuchungen kommt nicht der Charakter 
einer abgeschlossenen Arbeit zu, sie wollen nur als Vorbereitung 
fur ein zukunftiges grundliches Studium der Widerstandsfahigkeit 
der beiden Reisarten ,, Akage “ und ,, Bozu “ gegen die Imochi- 
krankheit aufgefaBt werden. 

Hf. Die erste Serie von Versuchen sucht zu ergrunden, ob durch 
Vergleich der als Nahrstoffe fur oder als Schutzmittel gegen den 
TImochi-Pilz in Frage kommenden chemischen Bestandteile dieser 
in Hokkaido gezogenen Reisarten ein Anhaltspunkt gefunden 
werden kann fur die gré8ere oder geringere Widerstandskraft gegen 
die Ansteckung. Gesttitzt auf die Vergleichung der chemischen 
Bestandteile der zwei Reisarten ,, Akage“ und ,, Bozu‘* kann man 
die folgenden Tatsachen feststellen : 

a) Durch die drei Entwicklungsperioden hindurch vermindert 
sich bei beiden Arten allmiihlich die relative Quantitit von Stickstoff 
und Protein, wihrend dem Wachstum gemii die Kohlenhydrate 
und die Asche sich vermehren. 

b) Auf analoge Weise lift sich eine Vermehrung des Gehaltes 
an Kieselsiiure und eine Verminderung des Gehaltes an anderen 
Bestandteilen konstatieren. 

TIT. Aus den analytischen Resultaten ersicht man, daf ,, Akage “ 
eine eroBere Menge Zucker, Proteingehalt, Magnesia, Kali und 
Phosphorsiiure hat als “ Bozu.“ 


bo 
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Weiterhin hat ,, Bozu “ den groBeren Gehalt an anorganischen 
Verbindungen wie Kieselsiiure, die den Bau der Gewebe starken, 
wodureh dem Pilze das Eindringen mechanisch erschwert wird. 

IV. a) In beiden Fallen ist das Knotenstuck reicher an Zucker, 
Protein, Magnesia, Kali und Phosphorsaure, als an Stofien, die dem 
Pilze zum Gedeihen notig sind. 

b) Auch finden sich diese Substanzen in groBerer Menge bei 
», Akage “ als bei ,, Bozu.“ 

c) Im Gegensatz davu ist die Menge der Kieselsaiure beim 
Zwischenknotenstucke groBer als beim Knotenstucke. 

V_ In den Blattern von ,, Akage “ findet sich mehr Protein, 
Magnesia, Phosphorsiiure und Zucker und weniger Asche und 
Kieselsiure als bei ,, Bozu.‘ 


Herrn Prof. Dr. K. Miyase, welcher diesen Untersuchungen 
in jeder ‘Richtung sein Interesse bekundet und uns mit Rat und 
Tat in gutigster Weise beigestanden hat, sprechen wir unseren 
tiefgefuhlten besten Dank aus. 
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CHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE WIDER- 
STANDSFAHIGKEIT DER REISARTEN GEGEN 
DIE ,, IMOCHI-KRANKHEIT.“ 


Zweiter Bericht. 
Der Einfiusz der Wasserstoffionenkonzentration auf das 
Wachstum des Pilzes. 


Von 
KOJI MIYAKE und MASASHI ADACHI. 


(Aus dem Agrikultur-chemischen Laboratorium der Hokkaido Kuiserlichen 
Universitdt, Sapporo.) 


(Kingegangen am 12. Miirz, 1922). 


Wenn die Pflanze mit dem krankheitserregenden Pilz geimpit 
wird, respondiert (7) sie darauf mit verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration ; auch eine Vermehrung der Siure erfolet als Folge- 
erscheinung der Infektion. Da nun Sauren in manchen Fallen 
eine schidliche Wirkung (2, b, usw.) auf die Pilze austiben, ist 
es wichtig den EinfluB der im Pflanzensafte vorhandenen Saure 
auf das Pilzwachstum zu untersuchen. 

Die Empfindlichkeit des ,, Imochi-Pilzes “ gegen Séuren wird 
von N. Suematsu und T. Matsumoto (5, 14 im ersten 
Berichte) berichtet, aber der Einfluss der Wasserstoftionenkonzen- 
tration ist noch nicht studiert worden. 

Als erste Aufgabe haben wir uns die Erforschung der Wasser- 
stoffionenkonzentration der Wirtpflanze gestellt; eS ergaben sich 
aber hierbei nur geringe Differenzen zwischen den beiden Reis- 
arten ; weshalb diese Versuche noch fortgesetzt werden miussen. 

In diesem Berichte werden nur die experimentellen Resultate 
vom FinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf den Pilz in 
bezug auf ein einziges Medium gegeben; spater soll mit ver- 
schiedenen Medien experimentiert werden. Genanere Mitteilungen 
bleiben deshalb der Zukunft vorbehalten. 
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ALLGEMEINE MzeTHODE DES VERFAHRENS. 
I. Auswahl des Mediums. 


Zer kolorimetrischen Bestimmung der Wasserstofiionenkonzent- 
ration, die bei der Untersuchung zahlreicher Medien sehr bequem 
ist, ist es notig, die Lésung des Mediums farblos zu machen. 

Um diese Bedingungen moglichst gunstig zu gestalten, stellte 
ich mit groRter Sorgfalt nach dem Rate des Herrn Tochinai, 
welcher den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf das 
Wachstum des Imochi-Pilzes in Medien mit Zusatz von Salzsaure 
mit uns studiert hat, die folgenden Medien her. 

Die Methode der Vorbereitung wird weiter unten  skizziert 


werden. 
TABELLE I. 

Art und Menge der chemischen Verbindungen. 

Art Molekularformel Menge 
1) Asparagin USB Obes 1.00 g 

CH,,CONH, 

2) Ammoniumnitrat NH,NO, 00K 
3) Sduerliches Potassiumphosphat KE PO! O; 535 ae5 
4) Magnesiumsulfat MgSO, O25, 
5) Rohrzuacker Caleb), XY, xy 
6) Destilliertes Wasser H,O 1 Liter 


Nach Vorbereiting dieser synthetischen Medien wurden Erlen- 
meyerflaschen mit 100 ccm der Nahrlésung gefillt. 


LI. Vorbereitung und Anordnung der Wassersto ffionen- 
konzentration. 


Fur den Fall, dai die Mikrorganismen Saure bildende Kraft 
haben, ist es am gunstigsten, den Medien Sidure zuzufiihren, bis. 
das Wachstum des Pilzes aufhort, worauf man die Verdnderung 
der Wasserstoffionenkonzentration mift. 


Hierbei ist es notig, Vorsorge fiir groBe Pufferwirkung (5) zu 
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treffen, sonst verindert sich die Reaktion nach der Sterilisation 
ubermiaBie. . 

Zu samtlichen Nihrlosungen (je zwei Flaschen) fiigten wir 
zunehmende Mengen 1/100 normaler Salzsaure, Schwefelsiiure, Wein- 
saure und Citronensiiure und fillten die Gesamtmenge in allen 
Fallen mit Nahrlésung bis zu 100-110 cem auf, worauf nach dem 
kolorimetrischen Verfahren von Clark & Tmbs (1) das Resultat 
bestimmt wurde. 

Die Art und die Menge der Saure, die fur die Zubereitung 
der verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationsgrade benutzt wird, 
ist unten angegeben. 


TABELLE II. 
Art der Siiure Molekularformel Hinzugefiigte Menge 

1. Salzsiiure HCl 1—10 cem von 1/100 N 
2. Schwefels‘iure H,SO, 1—10 cem von 1/100 N 
3. Weinsiiure CH(OH)CO,H 

CH(OH)CO,H 1—10 cem von 1/100N 
4. Citronensiiure CH,—CO,H 

(COH—CO,H 1—10 cem von 1/100 N 

¢H,—CO,H 


ITE. Die Wassersto ffionenkonzentration in stimtlichen Medien : 


Der Grad der Wasserstoffionenkonzentration in den verschieden- 


en Medien kann aus den nachstehenden Tabellen ersehen werden. 


TABELLE III. 


Quantitiit der 


Arten der Siure 
Saure —N/100 <i z= Cit e 
hinzugefiigt zu | Salzsiure eter Weinsiure | , ana 
100 cem der ——— _ |—_——. 
Nihrlésung |Wert von Pa|Wert von Pu |Wert von Pu |Wert von Px 
Nr. I 100 ceom-+- 0cem 6.1 6.1 6.1 6.1 
Nr, IL 6G Peel ies 6.1 6.1 5.8 Sif 
ENT er | oss A, Aes 6.0 5.8 5.6 5.4 


244 K. Miyake und M. Adachi: 


Quantitit der Arten der Siiure 

ie mee, 4 

Saran Salzsiiure wre Weinsiiure Nabe 

100 ccm der # : é 

Nahrlésung /Wert von Pu|Wert von Pa|Wert yon Pa|Wert von Pa 
ENGL, 100 cem-+ 3ccem 5.7 5.6 5.3 5.3 
Nee Vi a3 5 Ss 5.2 5.3 4.9 4.9 
Ney Vi a5 A ee 5.0 4.9 4.8 AW 
Nie WAGE 7 se Ones 3.9 4.6 4.5 4.4 
Nr. VIII Ps Ud ey 3.3 4.5 4.2 4.2 
Nr. IX oF, pp lie 3 3.1 4.0 30 
Nr xX eas 2.7 3.1 3.8 3.9 
Nira 7 30S | 2.6 2.8 — — 


RESULTATE DER VERSUCHE. 
Lt. Wachstumsverhdlinis. 


Die Kulturmedien werden bei einer Temperatur von 30°C im 
Brutschranke gehalten. Die Resultate der Beobachtungen, weiche 
nach 8, 7 und 10 Tagen vorgenommen wurden, ergaben fur Salz- 
sdure, Schwefelsii ure, Citronensdure und Weinsaure ahnliche Resultate. 
Der Grad des Wachstums wird in der folgenden Tabelle mit 
Kreuzen bezeichnet. Null bedeutet kein Wachstum; + etwas; 
+++ ziemlich gut; ++++4 gut; ++4+4+44+4 sehr ent. 


TABELLE IV. 


Das Wachstum des Pilzes anf synthetischen Medien von verschiedener Was- 
serstofionenkonzentration. 


Medien 1 Medien II Medien III Medien IV 


| Medien mit Zu- | Medien mit Zu- | Medien mit Zu- 

satz von Schwe- | satz von Wein- | satz von Citron- 
felsiure siure ensiiure 

23 ef 10 3} Uf 10 3 7 10 3 yap &0) 

Tage | Tags | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage 


Medien mit Zu- 
satz von Salzsiiure 


Nr. I tt ptt [eats] tee fea gaele tas] a4 | tae leet] te | tee [tees 
Nr. If +e | tet [te et] te fete [+t te | tte [tae ++ [+e [+e4 
Nr. DL} + te [tte [ t+ [44 t+ ] te | tee ltee | + tt |4t+ 


Nr. IV + t+ lt + +4 ++ + ++— |te+ + t+ [tt+ 
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Medien I Medien II Medien IIL Medien IV 


Medien mit Zu- | Medien mit Za- | Medien mit Zu- 
satz von Echwe- | satz von Wein- | satz von Citron- 
felsiiure siiure ensiitre 


Medien mit Zu- 
satz von Salzsiiure 


3 PW io 3 Tam eLO a | wv [ae 3 ae 
Tage | Tage | Tage | Tage | Tage | Tage| Tage | Tage | Tage | Tage | Tage Tage 
Nr. V + +t | a4 [ + te | te | + fee | eos lf os ++ | +4 
Nr. VI + + ++ + ++ $+] + + ++ | + |e ete 
Nr. VIL + + + + + HW te + eee ne shee sees 
Nr) VIE 3. + + + $0 ask + eats + + ++ 
Nr. IX + + + + + + + + 
iNaeexs + ea a + + + + + + 
Nr. XI : yt aes . 


Aus den obigen Tabellen kann man die Tatsache herauslesen, 
da8 der Pilz in Losungen, die einen PH: Wert haben, der 
kleiner ist als 3.1, nicht mehr wachsen kann und daf, je hoher 
der Pu: Wert steigt, ein desto besseres Wachstum zu verzeichnen 
ist. 


LIT. Die Verdnderung der Wassersto ffionenkonzentration. 


Die verschiedenen Kulturmedien werden nach den Beobach- 
tungen tiber das Wachstum kolorimetrisch untersucht, um die 
Verinderung der Wasserstoftionenkonzentration za messen. Das. 
Resultat ist in der nachfolgenden Tabelle kurz zusammengefaBt. 


TABELLE V. 


Die Veriinderung der Wasserstoffionenkonzentration. 


Die Veriinderung des Wertes von PH. 
Medien I Medien II Medien IIL Medien IV 
nue ab 4.9 | 5.0 5.8 5.7 
Nee Ll 4.8 5.0 5.5 5.6 
Nrae Lot 4.8 Sell 5.4 5.5 
Ihe RYE 4.5 5.2 5.3 5.2 
IND, 4.1 5.0 5.0 4.9 
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Die Veriinderung des Wertes von Pu. 


Medien I Medien II Medien IIL Medien IV 
Nicaeval: 4.2 4.5 4.4 4.7 
Nr. VIL 4.0 4.5 4.2 4.3 
Nr. VIII 3.9 4.4 41 4.1 
Nr. IX 3.9 4.1 4.0 4.1 
Nr. X 3.2 4.0 Buel 3.8 
Noy al 2.9 3.8 = — 


Die Veriinderung der Reaktion ist in allen Fallen ahnlich; je 
stiirker das Wachstum des Pilzes ist, einen desto niedrigeren 
Grad erreicht die Wasserstoffionenkonzentration. Es ist bemer- 
kenswert, daB die Saéure durch das Wachstum allméhlich vermehrt 
wird. 

ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Der Hauptzweck dieser Untersuchung ist, die Bedeutung 
der Wasserstoffionenkonzentration des Reispflanzensaftes fur den 
Pilz klarzustellen. 

2) Im Reispflanzensafte (,, Bozu “ und ,, Akage “‘) finden wir 
geringe Differenzen in der Wasserstoftionenkonzentration. 

3) Die Wasserstoffionenkonzentration steht in wichtigen Be- 
ziehungen zum Wachstum des ,, Imochi-Pilzes“ ; er kann in Graden, 
die einen PH: Wert haben, der niedriger als 3.1 ist, nicht mehr 
wachsen. Steigt der PH: Wert tber 3.7, so nimmt das Wachs- 
tum zu, und je hoher die Werte steigen, ein desto besseres 
Wachstum zeigt sich. 


Herrn Prof. Dr. K. Miyabe und Herm Y. Tochinai, 
welche diesen Untersuchungen ihr Interesse bekundet haben und 
uns mit Rat und Tat in gutigster Weise beigestanden haben, 
Sprechen wir unseren tiefgefiihlten besten Dank aus. 
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ZUR FRAGE DER FETTZERSETZUNG EINIGER 
SAPROPHY TEN. 


Von 
NAGAMICHI SHIBATA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut, Tokyo Kaiserliche Universitat, 
Vorstand : Prof. Dr. 8. Kalciuchi.) 


(Eingegangen am 21. Mirz 1922.) 


Die zufaillige Beobachtung von M. Kumagawa, da8 die 
gewohnlichen Schimmelpilze in hohem Grade die Fihigkeit be- 
sitzen, das Fett durch Abbau zum Schwund zu bringen, ist vor 
kurzem yon K. Ohta (1911) durch Versuche an Reinkultur der 
Pilze auf die schonste Weise und ganz einwandfrei_bestiitiet 
worden. Ohta hat nimlich festgestellt, da bei 3-wochentlicher 
Kultur Penicillium glaucum 6-89, Cladosporium herbarum 14%, 
Aspergillusarten 17-20% und Actinomukor repens sogar wher 60 
Prozent des Leberfettes aufzehrten. Wie sich die Faulnisbaziilen 
in dieser Hinsicht auf das Fett verhalten, laszt sich indessen von 
den Ohtaschen Versuchen nicht entscheiden, weil Ohta nicht 
mit Reinkulturen von Saprophyten arbeitete. Ohta lieB eine 
eroBe Anzahl von genau abgewogenen Leberbreiproben einfach im 
Abzug des Arbeitszimmers liegen. Nachdem die Proben den hoch- 
sten Grad der Faulnis erreicht hatten, indem Faulniszbazillen und 
Schimmelpilze durcheinander wuchsen und sich schlieBlich darin 
Madenwirmer entwickelten, wurden die Proben nach Kumagawa- 
Suto verseift. Die dabei erhaltenen Petrolitherextrakte waren 
ganz unrein, braunschwarz gefirbt, enthielten verschiedene Bei- 
mengungen und tibertrafen an Mengen diejenigen der Kontroll- 
proben. Hieraus zog Ohta selber den Schlu!, dab die gestellte 
Frage sich nur dann ganz richtig beantworten lat, wenn man mit 
Reinkultur der Saprophyten arbeitet. Ohta war indes wegen 
Mangel an Zeit nicht imstande, die beabsichtigte Untersuchung zu 


unternehmen. Um diese Liicke auszufillen, habe ich dieses Theam 
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yor neuem in Angriff genommen. Indem ich betrefis der 
literarischen Angaben hiertiber ganz auf die Ohtasche Arbeit 
verweise, gehe ich direkt in meine Untersuchungen uber. 


PLaN UND GANG DER UNTERSUCHUNGEN. 


Es sind 2 Reihen von Versuchen angestellt worden. Einmal 
wurde die Reinkultur der Saprophyten in eiweiszreichem Nahr- 
boden geziichtet. In der zweiten Reihe wurde dieselbe in einer 
Eiweiszflussigkeit gezuchtet. 


VERSUCHE MIT EIWEISZREICHEM NAHRBODEN. 


Hierzu wurde das von dem fettarmen Pferdefleisch auf die 
ubliche Weise hergestellte feine und ganz gleichmaszige Pulver 
benutzt. Als Vorversuche wurden einige Proben von genau 2g 
Fleischpulver mit 100cem Wasser versetzt und 2 Stunden lang 
mit der Glasglocke bedeckt auf dem Wasserbade gekocht. Nach 
der Abkuhlung wurde die Aziditiéit der Mischung durch die 
Titration an je 10 cem des Filtrates mittelst N/10 Lauge (Phenol- 
phtalein als Indikator) festgestellt. In den eigentlichen Versuchen 
wurden je 2 Proben von genau je 2 g Fleischpulver in den 
Petrischalen durch Zusatz von 6ccem 0.5-prozentiger Kochsalz- 
losung+berechneter Menge von 1 Mol Natriumkarbonatlésung 
schwach alkalisch gemacht und 2 Tage hintereinander je eine 
Stunde bei 100°C sterilisiert. Da der Fettgehalt des Fleisch- 
pulvers vor und nach der Sterilisation infolge der Hitzewirkung 
verandert sein kann, so habe ich die Fettbestimmung vor und 
nach der Sterilisation desselben ausgefuhrt. Die Resultate sind 
in der folgenden Tabelle verzeichnet : 
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TABELLE I. 


Fettgehalt des Pferdefleischpulvers yor und nach der Sterilisation. 


Versuchs- Menge des Prozenti- | Fettverlust 
Fleisch- Petrolitherex- shoner pees we 
nOOTHer: palvers EIS a Vergleich | Sterilisation 
Vor der 1 2,0 0,2962 14,81 
Sterilisation 
2 2,0 0,2950 14,75 
Mittel 0,2956 14,78 100,00 
Nach der al 2,0 0,294.6 14,73 
Sterilisation 
2 20 9.2938 14,69 
Mittel 0,2942 14,71 99,51 — 0,59 


Demnach fand infolge der Sterilisation ein Fettverlust yon 
0,59 statt. Um den hierdurch bedingten Fehler vollkommen zu 
eliminieren, habe ich in allen folgenden Versuchen je 2 Kontroll- 
proben ohne Zuchtung genau ebenso behandelt, wie die eigent- 
lichen Proben. Von den saprophytischen Bakterien sind folgende 
10 Arten von mir zur Untersuchung herangezogen worden, namlich : 
Bazillus prodigiosus, Baz. proteus vulgaris, Baz. pyozyaneus, Baz. coli 
commune, Kartoffelbazillus, Heubazillus (Baz. subtilis), Hefepilz,* 
Wasservibrio, Staphylokokkus und Streptokokkus in Form von Rein- 
kultur. Die Impfung der Bakterien geschah wie folgt: Von der 
Bakterienaussaat in der Agarkultur wurden je 3 Osen gefischt, 
und dieselben in die sterilisierte Doppelschale mit 30 ccm ebenfalls 
sterilisierter Kochsalzlésung (0,59) hineingebracht und gut durch- 
gemischt. Hiervon wurde je 0,5 ccm in den oben beschriebenen 
Fleischpulvernihrboden geimpft und im Brutschrank bei 30°C 
aufbewahrt. Selbstverstindlich sind alle hierzu benutzten Uten- 
silien durch vorherige Sterilisation keimfrei gemacht worden. Nach 
yerschiedener Dauer des Bakterienwachstums wurden alle Proben 
nach Kumagawa-Suto verseift, und die Menge der gewonnenen 
Petrolitherextrakte wurde mit derjenigen der Kontrollproben, beide 
ohne Trennung von den unverseifbaren Substanzen, direkt in Ver- 


* Aus dem Darminhalte eines Kakkekranken isoliert. 
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gleich gestellt. 
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Die Resultate sind in den folgenden Tabellen 
hintereinander aufgestellt worden. 


TABELLE ILI. 


Fettzehalt des Fleischniihrbodens nach 5-tiigiger Kultur der 
Saprophyten bei 30°C. 


Kart- 


B 


Sta- 


< ¢ | Heu- ; Was- 
Kon- | offel- |" & : pyo- phy- pro- 
trolle |bazil- Cg gor aes cya- Paes ts Shri dea: Y 
Ire yes) © % neus coccus| 77 lgiosug\OCCUS 
Petroliither- es : 
Seteakct 0,2936| 0,2906! 0,2916] 0,884] 0,289} 0, 290s} 0,2878] 06,2926] 0,2892] 0,2907] 0, 2894 
Differenz 
gegen : 
Kontrolle 0,0030} 0,0020) 0,0062/ 0,0038] 0,0028] 0,9058] 0,0010} 0, 0044} 0,0029) 0,0042 
Prozentischer 
bb quate 98,97] 99,31| 98,22) 98,70, 99,04| 98,02! 99,65! 98,49] 99,00, 98,56 
rae ae -1,03| -0,89| -1,78| -1,3| -0,96] -1,98| -0,35| -1,51| -1,00| -1,44 
= i 
TABELLE III. 
Fettgehalt des Fleischnithrbodens nach 15-tiigiger Kultur 
der Saprophyten bei 30°C. 
ob ie \Kar te B. sta- | B. 
Kon- ltoffel-| © a ed B. pyo- phy. Was- pro- Strep- 
trolle fbazil-|~ 8 /PAzZil-| Pro.) cy, | Hefe |" 15 | set | Sai | to- 
be | PS us | teus | nous coccus wae giosus\OCCUs 
Petrolither- 
extrakt | %2299] 0,2884| 0,286] 0.2882] 0,2870] 0,288] 0,2870| 0,2888| 0,2878] 02898] 0,286 
Differenz oe i 
gegen 
Kentealle 0,0016) 6,0083/ 0,0017| 0,0929} 0,041] 0.9029} 0,0003| 0,0921] 0.0001! 09,0013 
Prozentischer | 
Vergleich mit 
Kontrolle 99,49 98,86) 99,40, 99,00) 98,56] 99,00, 99,61] 99,26] 99,95] 99,54 
Prozentische , Tee ny 
Fettabnahme ~ 0,53) -1,14) -0,6) -1,0) -1,46 ~1,00! -0,39) -0,74 —0,005| —0,46 


Fettabnahme 
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TABELLE ID. 
Pettgehalt der Fleischniihrbodens nach %5-tiigiger Kultur 
des Saprophyten bei 30°C. 

‘ Rese. Tae | en ale ee a 
Kon- toffel.| ‘2 ¢ |Hev-| B. soe phy Was- _ |Strep- 
trolle|bazil-| ~ & peas ee cya- | Hefe | “10. re 8 Re 

lus | BUNS adil gcced rave coceus ¥* 0 lciosus ‘ceein 
Petrolither- 
Strack 0°2888] 0,2840) 0,2846] 0,287 | 0,286.4] 0,2841] 0,2792} 0,2822] 0,2849] 0,2872| 02874 
Differenz 
gegen 
montcatic 0, 2888} 0,0048} 0,042} 0,001 90,0034) 0,0017] 0,0096] 0,006}. 0,0039} 0,016 0,0014 
‘Prozentischer 
Ne counsel 98,33) 98,54) 99,45| 98,81] 98,37) 96,69 99,79, 98,65] 99,45) 99,51 
Prozentische o) * bs: e 2 i beeeaeal hoe ee Me ner 
Petia biehiine 1,67] -1,46) -0,55) —1,19} —1,63] -—3,33) -0,21) —1,35| -0,55} =9,49 
TABELLE Y. 
Fettgehalt des Fleischniihrbodens nach 30-tiigiger Ziichtung der Saprophyten. 
me Kart-|.5 . aa Sta- B. 
Be 7 B. Was- Strep- 
Kon- offel- 28 Heu- pro- PY | Hefe | P. hy- ser- | P29" | to- 
trolle|bazil-| ~ & | bac. Penal (oet lo- vi bik Coolbeeens 
lus |A° neus coccus giosus ie 
et 02882] 0,2832] 0,2878] 0,2878| 0,2864] 0,2884] 0,2872] 0,2880] 0,2836] 0.2865] 0,2887 
Differenz 
Reais 0,000! 0,0004| 0,200:|: ,0018}+0,0002} 0.0010] 0,0002] 90,0046} 0,0017] +0,0005 
Prozentischer 
Vergleich mit 98,26 99,86] 99,91] 99,38} 100,1] 99,65] 99,93] 98,40) 99,42) 100,2 
Kontrolle 
Proventisobe -1,74| -0,14| -0,09| -0,62/ +0,1 | -0,38| -0,07) -1,60 -0,58] +0,2 
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TABELLE VIL 


Ubersichtstabelle von IL bis V. 


| 
| 


a, HB can BS ces Bed isa Bea 
eg |REEe/ Ake |Fege) she (FEES) She |RSS eo] FE o 
qo = a0 a 3 S| 2 ae R = aI y we = 
ee |sS Ge] 228 |sSGe| 228 [gS Be] 288 |S Oe] 825 
5 ag. aa e ia ys al 8ove © ow qd Aeg > qd AoA 
‘Se |Yws| SAR (ews! one Hea S| Sms |fs PS! Sas 
Ch SEM) oot je BS) Sos |g" Bs) Sos go ee| Bas 
an Aa Ax a> aa Aa as Ay 
Kartoffel-| 9 9939 | —1,03 | 0,0015 | —0,53 | 0,0048 | —1,67| 0,0050 | —1,74 
bazillus ; 4 
B. coli. | 9 9920 | —0,69 | 0,0033 | —1,14 | 0,0042 | —1,46 | 0,0004 | —0.14 
comm. 
Henbazil- 9.0052 | —1.78 | 0,0017 | —0,6 | 0,0016 | —0,55 | 0,0003 | —0,09 


oe 0,0038 | —1,30 | 0,0029 | —1,0 | 0,0034 | —1,19 | 0,0018 | —0,62 


B. pyo- ae 2e 
cyaneus 0,0028 | —0,96 | 0,0041 1,44 | 0,0047 1,63 |+0,0002|} +0,1 


Hefe 0,0058 | —1,98 | 0,0029 | —1,0 0,0096 | —3,33 | 0,0010 | —0,35 


Staphylo- 


0,0010 | —,035 |. 0,0011 | —0,39 | 0,0006 | —0,21 | 0,0002 | —0,07 
coccus 


Mle gee 0,0044 | —1,51 | 0,0021 | —0,74 | 0,0039 | —1,35 | 0,0046 | —1,60 


B. prodi- ie = NG 
giosus 0,0029 | —1,0 0,0001 0,05 | 0,0016 | —0,55 | 0,0017 0,58 
Strepto- 
RoCeas 0,0042 | —1,44 | 0,0013 | —0,46 | 0,0014 | —0,49 |+0,0005] +0,2 


Betrachtet man die Tabellen, so scheinen einige Saprophyten, 
wie Helepilze, Heubazillen, Wasservibrio, Pyocyaneus und Kartof- 
felbazillen gegen 1 bis 2 Prozente des Fleischfettes aufgezehrt 
za haben. Die absoluten Differenzen der Fettmenge betragen in- 
dessen durchweg nur Milligramme. Da der Fettgehalt des Fleisch- 
pulyers selber in den einzelnen Proben golche kleine Schwankung- 
en zeigen kann, so halte ich es fiir richtiger, hieraus den Schlusz 
zu ziehen, dasz die Saprophyten im allgemeinen beim Wachstum 


U7. . 
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nichts vom Organfett verzehren. THiernach stehen die Fiiulnis- 
bazillen in dieser Hinsicht im auffallenden Gegensatze zu den 
Schimmelpilzen. 


VERSUCHE MIT EIWEISZFREIEM NAHRBODEN. 


Wir haben in den yorhergehenden Versuchen gesehen, dasz 
die Saprophyten in eiweiszreichem Nihrboden kein Fett verzehren. 
Der Sinn dieses Befundes kénnte nun go vorgestellt werden, dasz 
sich die Saprophyten in einem Nahrboden mit viel Fiweisz und 
wenig Fett zuerst nur mit THiweisz ernihren und erst nach der 
Verzehrung des Hiweiszes in zweiter Hand das Fett angreifen. 
Darum konnte das Fett im Eiweisziberschusz von den Saprophy- 
ten nicht verwertet werden. Von dieser Vermutung heraus habe 
ich in dieser Versuchsreihe die Pilze in einer eiweiszfreien Niihr- 
flussig¢keit gezuchtet. Hierzu habe ich das Nahrmittel von C. 
Frankel (vergl. Heim) mit folgender Zusammensetzung benutut : 

Chlornatrium 5 g 
Dikaliumphosphat 22 
Ammonium lacticum 6 ¢ 
Asparagin (Merck) 4g 
Aqua dest. ad 1 Liter. 

Als Fettmaterial habe ich nach dem Vorgang von Schreiber 
das stisze Mandelél in Form von Emulsion benutzt. Zuerst wurde 
die Aziditét des ols in alkoholischer Losung durch ‘Titration 
mittelst N/10 Lauge festgestellt. Die Herstellung der Naihrflussig- 
keit geschah wie folgt : In einem Erlenmeyerschen Kolben wurde 
je 50cem der Frainkelschen Lésung mit je 0,5 ecm Mandelol 
yersetzt. Die Mischung wurde durch Zusatz berechneter Menge 
von 1 Mol Natriumkarbonatlosung schwach alkalisch gemacht. 
Die durch Schiitteln hergestellte Emulsion wurde 2 Tage hinter- 
einander je eine Stunde bei 100°C sterilisiert. Die Imptung der 
Saprophyten geschah genau so, wie frither. Da es sich um die 
Feststellung einer ganz geringen Differenz der Fettmenge der Nahr- 
fliigsigkeiten mit oder ohne Bakterienziichtung handelt, so musz 
yon vornherein klargestellt werden, wie grosz die Schwankung der 
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zugesetzten Fettmenge durch das Abpipettieren sein kann. Wie 
gesagt, wurde je 0,5ccm Mandeldl mittelst einer dickwandigen 
geaichten Kapillarpipette von lccm (mit 100-teiliger Skala fur 
1cem) gemessen. Wagungen von 10 Proben haben fur je 0,5 ccm 
ergeben : 


if 0,4368 ¢ 
2. 0,4364. ,, 
3. 0,4406 ,, 
4. 0,4446 ,, 
5. 0,4382 ,, 
6. 0,4352 ,, 
ve 0,4399 ,, 
8. 0,4450 ,, 
9. 0,4378 ,, 
10. 0,4388 ,, 


Summa 4,3933 ¢ 
Mittel  0,4393 ,, 
Hiervon sind die beiden Proben von Maximum und Minimum 
nach _Kumagawa-Suto verseift, und die Menge der daraus 
gewonnenen Petrolitherextrakte wurde in Vergleich gestellt : 


TABELLE VIL. 


Gehalt des Mandeléles an hochmolekularen Fettstiuren. 


Versuchsnummer Menge des (les Menge des Petroliitherextraktes 
2 g 26 
(Maxim.) 0,4450 0,4424 99,40 
b 
(Minim.) 0,4352 0,4336 99,63 
Differenz 0,0098 0,0088 
Prozentischer 
Vergleich 97,19 98,02 
Prozentische 


Difterenz 2,21 1,98 
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Hiernach konnen die einzelnen Proben inbezug auf den Gehalt 
an hochmolekularen Fettsduren ad maximum gegen 2 9% schwanken. 

Nachdem die eigentlichen Proben, wie oben beschrieben, mit 
Bakterien geimpft und verschiedene Tage lang im Brutschrank 
bei 80°C aufbewahrt worden sind, wurden sie nach Kumagawa- 
Suto verseift und die Mengen der Petrolitherextrakte mit den- 
jenigen der Kontrollproben, die ohne Zichtung genau ebenso 
behandelt worden sind, direkt in Vergleich gestellt. Die Resultate 
sind in den folgenden 5 Tabellen aufgestellt : 


TABELLE VIII. 
Fettgehalt der Mandelilniihrfliissigkeit nach 5-tigiger Ziichtung bei 30°C. 


Kartaliues B. Sta- |, ABy 
- Sg |Heu-| B. ‘ _ | Was- _ |Strep- 
fr oltefoazil.| © & [Pazil-| pro- | DY" | ete | A°%| ser. | PP") to- 
lus | © lus | teus pace co eens] tPrio piosus\COs 
Bs ar cs 0,4392 0,4362} 0,4294] 0,4398] 0,4248} 04301] 0,4236] 0,42 46 0,4300} 0.4380] 0,4385 
Differenz 
ols 0,0030} 0,0098 }+0,0006) 0,0044] 0,0091) 0,0156] 0,0046] 0,092} 0,0012] 0,0007 
Prozentischer 
Gs aaiheay 99,31] 97,77| 100,1| 96,72] 97,92] 96,42) 98,95] 97,90| 99,72] 99,84 
Poe ee -0,89} -2,23' +0,1 | -3,28| -2,08| -3,58| - 1,05] -2,10] 0,28] -0,16 


TABELLE IX. 
Fettgehalt der Mandelilfliissigkeit nach 15-tigiger Ziichtung bei 30°C. 


Karts|ie 15. eStaaiiee Ba cae 
z a Heu-| B. Was- Strep- 
pone nee $ : ba- | pro- poe Hefe Be ser- | P2° | to- 
a 7 = Be = ihri Le Ane ‘ 
lng (4  |zillus} teus Rois ee us Vibrio piosns( ort 
peverces 0,4376| 0,4288] 0.4251] 0,4281] 04124] 04199] O+4264 054225] 0,4299] 0.4390] 0,4363 
Differenz i 
gegen ; oh : 
Kontrolle 0,0148} 0,0125] 0,009] 0,0252| 0,0177) 0,0112) 00,0161) 0,0077} 0,0016} 0,0013 
Prozentischer | 
Vergleich mit 
Kontrolle 96,61] 97,14] 97,81] 94,23) 95,94) 97,43) 96,54) 98.24) 99,63) 99,70 
Prozentische 
Fettabnahme ~ 3,39] - 2,86) -2,19] -5,77| — 4,06) —2,57| — 3,46) - 1,76) -0,37| -9,5 
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TABELLE 


xe 


Fettgehalt der Mandelilfliissigkeit nach 15-tiigiger Ziichtung bei 30°C. 


Kart-|.4 . B. | Sta- |.,, ie IP 
: 4 |Heu-| B. Was- Strep- 
Kon- | offel- |S & : »y0- hy- r0- 
trolle|bazil-| ~ § leer DES ae Es Pe “be "i Oy 
Ins | 4 © | “7S | US | neus coceus| "1° giosus|\ Cou 
Petrolither- iM 
extrakt 0,4268} 0,4263} 0,4126) 0,4116) 0,4050) 0.4050) 054222) 0.4176) 0,4170) 0,421] 0,4314 
Differenz 
gegen 
BKoninolle 0,0005} 0,0005] 00162) 0,0170| 0,218] 0,0046] 09,0092} 0,0098] 0,062! +.0,0048 
Prozentischer ‘ 
Md cee 93,88] 96,421 96,42] 96.03] 94,91] 98,93| 97,83) 97,70] 98,79| 100,1 
Yezenneore ~0,12| -3,25] -3,58] -3,97| -5,09| -1,07] -2,17| -2,3 | -1,21] + 
Fettabnahme gb OBO 0O) Soe As Save ee een me cee sea 


TABELLE XI. 


Fettgehalt der Mandelilflissigkeit nach 30-tigiger Ziichtung bei 30°C. 


Kare) Sa (= B. aSise B. 
= Heu-| B. Was- Serene 
S 1 x=) g x a - er, ‘Pp 
trotle| bail © g fbazil-| pro- | {J,. | Hefe PHY" | ser- | PE | to. 
lus |4 © | lus | teus | ois ae os| IPTIO| 5 iogagiCOCCUS 
Petroliither- , 
extrakt 0,4184] 0,4212} 0,4190] 0,406] 0,°95S} 0,398] 0,4006] 0.4168} 0,4120| 00,4118] 0,4125 
Differenz 
gegen 
Routes +0'0028} +0 0006] 0,078] 0,026] 00196] 0,178] 0,0016| 0,064] 0,0066| 0,006 
Prozentischer 
Vergleich it 
elaine 100,1| 100,1| 98,13] 94,61) 95,32) 95,74] 99,61| 98,47] 98,47] 98,60 
5 ; 
RACES. +0,7 | +0,1 | -1,87| -5,39} -4,68] -4,26| -0,39| -1,53] -1,6 | -1,4 
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TABELLE XII. 


Ubersichtstabelle von VIII bis XI. 


1) 


| 
| 
| | 
| 


| 
| 
| 


“de [285 se a. ls2 FB + 
arg} Leto ool 4 Q U =] S H 2 
BE | ASE sae |bSae/ 28s A382| S82 238 o| 28s 
BE | wee | 248 [yNOe| Bas | NOS] 29S | NPS 225 
: apoE , OB) =o fe IN ou! Gow IN Clea 
Bre gNM | 82a SMA) G8 Soeal BBA eee Aes 
ES Sapa | SPY lee aS) Soo bees! Sms |be es! $8 
~ 8 Bex op | fo Hic 6 Cae wT ex] oa m7 BM) o Pe 
Ho Lelie 2 ab} AS my fos sia P re Hof BS 
qr Ais a0 (an) qa SS as os 
Kartoffel- 
bazillug | 929030 | —0,69 | 0,0148 | —3,39 | 0,0005 | —0,12 |+0,0028] +0,7 
B. coli Z ae = 
comm, | 99098 | —2,21 | 0,0125 | —2,86 | 0,0143 | —3,35 |+0,0006| +.0,1 
Heubazil- = : 
Ine |+9,0006] +0,1 | 0,0095 | —2,19 | 0,0152 | —3,58 | 0,0078 | —1,87 
B. pro- ef 
tea | 0.0044 | —3,28 | 0,0252 | —5,77 | 0,0170 | —3,97 | 0,0226 | 5,39 


B. pyo- ‘ 
anced 0,0091 | —2,08 | 0,0177 | —4,06 | 0,0218 | —5,09 | 0,0196 | —4,68 


Hefe 0,0156 | —3,58 | 0,0112 | —2,57 | 0,0046 | —1,07 | 0,0178 | —4,26 


Staphylo- 


a ae 0,0046 | —1,05 | 0,0151 | —3,46 | 0,0092 | —2,17 | 0,0016 | —6,39 


Wasser- ; 
Sibrio 00092 | —2,10 | 0,0077 | —1,76 | 0,0098 | —2,30 | 0,0064 | —1,53 


B. prodi- : ‘ 
giogus 0,0012 |} —0,28 | 0,0016 | —0,37 | 0,0052 | —1,21 | 0,0066 | —1,60 


Strepto- = 
coceus | 9007 | —0,16 | 0,0013 —0,30 |+0,0046) +1,1 0,0058 | —1,40 


Die Resultate stimmen im groszen und ganzen mit denjenigen 
‘der vorhergehenden mit eiweiszreichem Nihrboden tberein. Nur 
weichen einige Proben etwas von den obigen Versuchen ab. So 
scheinen Proteus,, Pyocyaneus, Hefepilz und Kartoffelbazillen bei 
ihrem Wachstum etwas von dem Mandelolfett aufgezehrt zu haben, 
denn die Tabelle weist bei ihnen eine Fettabnahme um 3-5 % auf. 
Es fragt sich nun, ob man berechtigt ist, hieraus den Schlusz zu 
ziehen, dasz die genannten Bazillen bei eiweiszfreier Nahrflussig- 
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keit wirklich fettzehrende Wirkung in geringem Grade besitzen. 
Betrachtet man die Tabelle etwas niher, so fallt uns zunachst in 
der Fettzahl der Umstand auf, dasz die Fettabnahme nicht mit 
der Wachstumsdauer parallel wachst, sondern die stirkste Abnahme 
bald friher, bald spater auftritt, sodasz z. B. bei Hefepilz die 
Fettabnahme nach 5-tigiger Zuchtung (3,589) viel stirker ist, 
als nach 25-tiigiger Zichtung (1%). Die Ursache dieser Un- 
recelmiaszigkeit kann wohl richtiger so gedeutet werden, dasz die 
verwickelten Versuchsanorduungen selber daran schuld sind, sei 
es durch die Unregelmiissigkeit der benutzten Fettmengen, sei es 
durch die noch mangelhafte Extraktion des Fettes aus den 
Bakterienleibern bedingt etc. Bedenkt man den Umstand, dasz 
die Menge des Mandelols beim Abpipettieren um 29% schwanken 
kann, so erscheint mir der Schlusz viel richtiger, dasz die 
anscheinend geringe Fettabnahme nicht durch die Bakterientatig- 
keit bedingt, sondern vielmehr auf die verwickelten Bedingungen 
der Versuchsanordnungen zuruckzufuhren ist. 

Somit steht die biologische Funktion der Sayrophyten inbezug 
auf die Fettoxydation im auffallenden Gegensatze zu derjenigen 
der Schimmelpilze, insofern, dasz jene beim Wachstum des Fettes 
nicht bedurfen, wahrend diese in hohem Grade die Fahigkeit 
besitzen, das Fett aufzuzehren. 
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EIN EXPERIMENTELLER BEITRAG ZUM STUDIUM 
DER FETTBILDUNG AUS EIWEISS BEIM 
W ACHSTUM DER FLIEGENMADEN. 


Von 
TOKIO NISHIKATA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut, Kaiserliche Universitat Tolcyo. 
Vorstand : Prof. Dr. S. Kalciuchi.) 


(Eingegangen am 23. Marz 1922.) 


I. EINLETrunG. 


Obgleich es leicht méglich scheint, dass die drei wichtigen Nihr- 
stoffe Eiweiss, Fett und Kohlehydrat im Tierkérper ineinander 
ubergehen, konnte jedoch der experimentelle Beweis fir diese 
Umwandlung bis jetzt nicht geliefert werden. 

Die Tatsache, dass aus Hiweiss Kohlehydrat in tierischen 
Organismen entstehen kann, lisst sich bei schweren Diabetikern 
mit Bestimmtheit nachweisen. Und die Bildung von Fett aus 
Kohiehydrat kann bei Tieren, die nach Aufnahme von grossen 
Mengen Kohlehydrat ein betrachtlich grosses Fettpolster bekommen 
haben, ebenfalls leicht erklart werden. 

Uber die Entstehung yon Fett aus Eiweiss ist jedoch seit 
alters von vielen Autoren oft diskutiert worden, ohne dass dadurch 
sichere Beweise erbracht worden waren, und selbst heute stimmen 
die Meinungen der Forscher noch nicht voll uberein. 


Der Ausgangspunkt der ganzen Diskussion tiber die Umwandlung von Eiweiss | 
in Fett war frither einerseits eine mikroskopische Beobachtung RK. Virchows 
iiber fettige Degeneration von Organen, andererseits eine Stoffwechseluntersuchung 
von Pettenkofer und Voit. 

‘ Pettenkofer und Voit (1869) hatten Hunde mit grossen Mengen von 
miglichst fettarmem Fleisch gefi'ttert und beobachteten, dass die ganze Menge 
des zugefiihrten Eiweisses in Form von Stickstoff im Harn auftrat, dass jedoch 
der zugefiihrte Kohlenstoff in letzterem nicht ganz vorhanden war. Sie schlossen 
daraus, dass ein Teil desselben zur Bildung von Fett verwendet worden war. 

Seitdem wurden yon mehreren Autoren viele Versuche ausgefiihrt, durch 
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welche die Méglichkeit der Neubildung von Fett aus Eiweiss behauptet wurde, 
und zwar auf Grund der folgenden Tatsachen: der fettigen Degeneration bei der 
Autolyse der Organ, des Wachstums der Fliegenmaden, der Leichenwachsbildung, 
der Reifung des Kiises, der Sekretion der Milchdriisen und der fettigen Degenera- 
tion bei Vergiftungen von Phosphor, Arsen, Antimone, Phlorrhizin und Chloroform, 

Zu dieser Zeit oder etwas spiter kamen jedoch verschiedene gegenteilize 
Ansichten nacheinander zum Vorschein, wodurch das Problem erheblich erschwert 
und verwickelt wurde. 

Seitdem zuerst Lebedeff (1883) einen Versuch mit kérperfremdem Leinil 
ausgefiihrt und nachgewiesen hatte, dass die fettige Degeneration der Leber nach 
der Phosphorvergiftung nichts anderes als eine Einwanderung des Depotfettes in 
die Leber war, wurden iihnliche Versuche vielfach vorgenommen (Rosenfeld, 
1903, G. Wells 1905), durch welche diese Theorie bestitigt werden konnte. Ein 
Autor entdeckte einen Berechnungsfehler in dem Voit’schen Versuch (Pfliger, 
189)), und ein anderer konstatierte, dass das Fett in normalem Zustand im ‘Tier- 
kérper aus Eiweiss nicht gebildet werden kann (Kumagawa 1894; Gruber 
1901). Ein anderer bewies, dass keine Zunahme des Gesamtfetigehaltes stattgefun- 
den hat (Athanasiu 1899), und wieder ein anderer fand sogar eine Abnahme des 
Kérperfettes nach Phosphorvergiftung (Tayler 1899; Kraus u. Sommer 1902). 

Bei Leichenwachsbildung scheint eine Neubildung des Fettes stattzufinden, 
aber dieses ist wohl auf die Unvollkommenheit der Fettbestimmungsmethode und 
die Wirkung der Mikroorganismen zuriickzufiihren (Rosenfeld 1902; C. Ipsen 
1910; Ruttan u. Marschall 1917). 

Ferner soll die Reifung des Kiises mit der Tiitigkeit von Bakterien zusammen- 
hingen (Rosenfeld 1902; H. Jacobsthal 1893). 

€chliesslich hat die Bildung des Fettes der Milch mit einem Hiweisszerfall 
der Driisenzellen nichts zu tun, doch ist der Ubergang des im Kérper befindlichen 
Nahrungsfettes in die Milch méglich, und ausserdem entsteht ein Teil des Milch- 
fettes zweifellos auch aus den Kohlehydraten der Nahrung (R. W. Raudnitz 1903). 

Wenn auch diese verschiedenen Mitteilungen von Autoren vorlagen, so gab es 
doch bis vor kurzer Zeit keine sichere Fettbestimmungsmethode. Es wird be- 
hauptet, dass ein grosser methodischer Fehler in dem Verfahren selbst liege, oder 
dass die Fettbildung aus Eiweiss nur scheinbar sei, in Wirklichkeit aber auf der 
Wirkung von Mikroorganismen beruhe. Welehe Theorie die richtige sei, lisst sich 
nicht mit Bestimmtheit sagen. 

Seit der Entdeckung der Husserst zuverlissigen Methode der Fettbestimmung 
im Jahre 1908 von Kumagawa und Suto (1908), sind jedoch methodische 
Fehler vollkommen ausgeschlossen, so dass sich viele Forscher unseres Institutes 
veranlasst sahen, nach dieser Methode zahlreiche Versuche nachzupriifen. 

Z.B. machte T. Mita (1908) tber Entwicklung des Leichenwachses einen 
experimentellen Versuch und konstatierte, dass dabei keine Zunahme von Fett 
eintrat. K. Ohta (1910) und N. Shibata (1911) behaupteten, dass bei der 
Autolyse im Falle des Nicht-Vorhandenseins yon Bakterien sich keine hohen 
Fettsiuren gebildet hiitten. 
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Auch Shibata (1912) stellte die Fetteinwanderng bei der Phosphorvergifiung 
sicher. K. Kondo (1914) sah, dass keine Vermehrung von Fett bei der Reifung 
des Kiises eingetreten war, und verneinte die Fettbildung aus Eiweiss als grundlos. 

Durch diese Versuche scheint es, dass das Problem von Fettbildung aus 
Kiweiss im Tierkérper im grossen und ganzen zu verneinen sei, dh. dass die 
tierische Zelle die erwihnte Umwandlung nicht zi vollziehen vermige. Doch 
diirfte dieser Schluss nicht berechtigt sein, denn wir haben heute noch keinen 
sicheren Beweis dariiber, dass das Fett aus Eiweiss im Tierkirper mit Be- 
stimmtheit nicht gebildet wird. Man kann somit nicht behaupten, dass obige 
Theorie nur auf Grund der vorliegenden Resultate der genannten Autoren als 
unméglich zu betrachten sei. Die vorerwiihnten Versuche haben nur bewiesen, 
dass unter den gewihlten Bedingungen eine Uberfithrung von Eiweiss in Fett 
nicht feststellbar war. 


Obgleich sich in Japan, wie aus dem vorhererwiihnten ersicht- 
lich ist, viele Forscher mit der Frage der Fettbildung beschiaiftigt 
haben, so ist doch der Versuch von F. Hofmann (1874) tber 
Fettbildung aus Hiweiss beim Wachstum der Fliegenmaden noch 
von hiemand mit sicheren Fettbestimmungsmethoden nachgepruft 
worden. Ich habe daher diesen Versuch unter der Leitung von 
Herrn Prof. Dr. S. Kakiuchi unternommen. Bevor ich naher 
darauf eingehe, mdchte ich mich in nachstehendem kurz uber den 
Hofmann’schen Originalversuch aussprechen : 


Er sah, dass die Fliegenlarven wihrend ihrer Entwicklungsperiode eine 
grosse Gefriissigkeit zeigen und bei gentigendem Futter eine bedeutende Fettmasse 
ansetzen, welche als Reservenahrung wiihrend der folgenden Verpuppungszeit 
dient. Er fiihrte dariiber ein Experiment aus, wobei er ein interessantes Resultat 
erzielte. Er sammelte nimlich Hier von Fliegen (Muscida vomitoria), bestimmte 
in einem Teil derselben den Fettgehalt, und ziichtete den Rest derselben aut 
defibriniertem Blut. Dieses Blut enthielt 0.0329% Fett, die Fliegeneier besassen 
4.99% Fettsubstanzen. Die auf dem Blut gewachsenen Maden zeigten schliesslich 
einen Fettgehalt, der die Summe der Eier und des Blutes um das Zehnfache 
iibertraf. 


TABELLE I. 
Blut mur , eee Frische Deren Fett in Futter Fett aus den 
Fiitterung | Fettgehalt | Fliegeneier | Fettgehalt | und Tieren | erwachsenen 
in g. in g. in g. in g. in g. Tieren in g. 
52.0 0.0166 0.0205 0.0016 0.0176 0.2012 
55.7 0.0188 0.0600 0.0029 0.6217 0.1856 
56.5 0.0181 0.0520 0.0025 0.0206 0.1460 
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Pfluger (1892) hat diesem Versuche eine anscheinend zu- 
treffende Deutang gegeben, nimlich dass einesteils vermutlich die 
auf dem Blut sich bald entwickelnden ungeheuren Mengen von 
Pilzmasse die Umwandlung von Eiweiss in Fett vollzogen haben 
konnten, und dass andernteils die Fettbestimmungsmethode nicht 
einwandfrei war. 

Ferner wurde yon den amerikanischen Autoren Beebe und 
Buxton (1905) nachgewiesen, dass bei Kultivierung des Bacillus 
pyocyaneus auf zucker- und fettfreien Eiweissnahrboden resp. 
Hieralbumin, so reichliche Mengen von hohen Fettsauren gebildet 
werden, dass sich dieselben in Gestalt mikroskopischer Kristallnadeln 
abscheiden. 

O. Frank (1897) und E. Weinland (1903), die ahnliche 
Versuche mit Fliegenmaden vornahmen, kamen zu keinem uber- 
einstimmenden Resultate und zeigten, dass in denselben ebenso viel 
Atherextrakt vorhanden war, als die Nahrung enthalten hatte. 

Somit sind auch diese Versuche nicht geeignet, die Bildung 
von Fett aus Eiweiss zu beweisen. 


II. PLAN MEINER VERSUCHE. 


Ich gebrauchte als Versuchstiere Fleischfliegen (Sarcophaga 
carnaria), welche an der Dorsalfliiche des Thorax einige lings- 
verlauiende Linien haben (Kobayashi, 1913 u. 1914) und keine 
Fier legen, sondern lebendige Junge zur Welt bringen. 

Seit 1919 fing ich in jedem Sommer mit dem Fangkasten viele 
Hliegen und ztichtete die jungen Larven, die von den gefangenen 
Fliegen geboren wurden, direkt auf dem Nahrmaterial, dessen 
Bestandteile schon bekannt sind. Da sich die Larven auf rohem 
Pferdefleisch sehr gut entwickeln, so gebrauchte ich abgetrocknetes 
Pferdefleischpulver, und dann als vollkommen kohlehydratfreies 
Kiweiss Blutfibrin. 

Ich bestimmte zuerst den Fettgehalt des Nihrmaterials, ziichtete 
darauf die Fliegenlarven und, wenn sie ausgewachsen waren, ver- 
seifte ich die ganze Masse und bestimmte ihren Fettgehalt. 
Die ausgewachsenen Maden zeigten im Vergleich mit dem Fett- 
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gehalt des Materials immer bedeutende Zunahme des Fettgehaltes. 

Die Fettbestimmungsmethode ist wie erwihnt die yon Kuma- 
gawa-Suto (1908), welche spiiter von Mottram (1909 u. 1910) 
und Tamura (1913) modifiziert wurde und in unserem Institut 
allgemein gebraucht wird. Da es tiber diese Methode noch keine 
Verdffentlichungen gibt, so will ich die Ausfithrung niiher be- 
schreiben. 


Je nach dem Umstand werden 2-5 g Material in einem Becherglas mit 25 ecm 
5 facher Normalnatronlauge (20g NaOH in 100ccm) auf dem Wasserbade zwei 
Stunden zerkocht. Zweckmiissig bedeckt man das Becherglas wiihrend des Kochens 
mit der Glasglocke. Die Temperatur steigt im Innern derselben iiberall auf 
100°C. Wihrend der Verseifung wird die Mischung ein paarmal mit einem 
Glasstab umgeriihrt. 

Nach etwa zweistiindigem Zerkochen wird die Lisung noch warm in einen 
hermetisch schliessenden Scheidetrichter von ca. 250 ccm Rauminhalt hineinge- 
bracht. Das Becherglas wird 2-3 mal mit ein wenig warmem Wasser (etwa 5 ccm) 
ausgespult. Nun wird die Mischung mit 30 ccm 209 iger Salzsiure (1.1 D.) 
vorsichtig itberneutralisiert, und von der ganzen Menge Fettsiiure befreit. Es 
tritt dabei eine reichliche Ausscheidung auf. Nach guter Kiihlung werden nun 
70-100 ccm Athylither hinzugegeben und tiichtig geschiittelt. Die buntere Kare 
wisserige Schicht wird nach einigen Minuten abgegossen und die obere, welche 
aus briunlich gefiirbtem Ather besteht, vorsichtig im ein Becherglas umgegossen. 
Der Trichter mit Niederschlag wird zweimal mit ein wenig Ather (5-10 ecm) 
ausgespiilt. Der Niederschlag wird alsdann mit etwa 5 ccm Normalnatronlauge 
(ca. 4 ¢ NaOH in 100 ccm) unter Umschiitteln nochmals ausgespit. Diese 
alkalische Liésung wird von neuem mit 30-50 cem Ather tiichtig geschiittelt, mit der 
stark sauren wiisserigen Loésung der ersten Schiittelung vermischt und nochmals 
gut geschiittelt. Die Reaktion wird hierbei sauer und die restierende Fettsdiure 
geht hierdurch quantitativ in Ather iiber. 

Der vereinigte Ather wird unter Ventilation verdunstet. Danu wird der Riick- 
stand nochmals mit absolutem Ather aufgenommen, durch Asbestfilter abfiltriert und 
verdunstet. Dieser Atherextrakt, welches ausser Fettsiuren Farbstoff, Milchstiure 
und noch unbekannte Beimengungen enthalt, wird jetzt eine Stunde bei 50°C. im 
Vakuumverdampfungsapparat gut getrocknet und erst dann mit gereinigtem 
Petroliither extrahiert. Za dem Zwecke giesst man am zweckmissigsten auf das 
noch warme Atherextrakt aus dem Vakuumexsikkator etwa 20-30 ccm Petroliither 
unter sanftem Umschwenken des Becherglases allmiihlich hinzu. Es tritt hierbei 
in der Regel eine milchige Triibung auf. Das Becherglas wird jetzt mit einem 
Uhrglas bedeckt, 1-1 Stunde stehen gelassen, dann durch Asbest in dem Schei- 
detrichter abfiltriert. Die so dargestellte Petrolitherlésung enthiilt stets ausser 
hohen Fettsiiuren etwas Cholesterin und eine noch unbekannte unverseifbare 
Substanz in ganz geringer Menge. Hs ist nitig, die beiden letzteren von den Fett- 
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siituren zu trennen. (Die Prozedur bis hier ist fast dieselbe des Kumagawa- 
Suto’schen Originals). 

Zu der filtrierten Petrolitherlésung wird ein wenig mehr als (30-40 ccm) 
509% alkoholische n/10 KOH-Lisung zugesetzt, welche fiir die Neutralisation ndtig 
ist, und geschitttelt. So erfolgt jetzt sofort eine glatte Trennung der oberen 
Petroliither- und der unteren Alkoholwasserschicht. Dabei bleiben die unverseif- 
baren Substanzen im Petrolither zuriick, wiihrend die Seife in die untere Alkohol- 
wasserschicht tibergeht. Nachdem die beiden Schichten ganz Klar getrennt sind, 
wird die untere Kaliseifenlésung in einen anderen Scheidetrichter abgegossen und 
die petrolitherische Liésung 2mal mit obiger alkoholischer KOH-Lésung geschiittelt, 
um die noch darin befindlichen gelésten Spuren von Fettsiiuren zu entziehen. 

Der in dem zweiten Scheidetrichter vereinigten alkoholischen Kaliseifenlésung 
wird eine so grosse Menge (ca. 5 ccm) konzentrierter Salzsiure hinzugefiigt, dass 
die Lésung iiberneutralisiert wird. Alsdann wird dieselbe geschiittelt und dann 
mit 30-40 cem mneuem Petrolither vermischt und nochmals geschiittelt. Die 
untere Schicht wird abgegossen und die obere petrolitherische Schicht durch 
Asbestfilter in dem yvorher abgewogenen Becherglas abfiltriert. Die saure Lésung 
wird noch 2 mal mit Petrolither geschiittelt und abfiltriert. Das farblose Filtrat 
wird unter Ventilation verdunstet, im Vakuum bei 506°C. 1 Stunde lang getrocknet 
und nach dem Erkalten im Exsikkator tiber Chlorcalcium gewogen. 

Die sich ergebende Menge stellt die reine hohe Fettsiiure dar, wiihrend das 
Quantum des Neutralfettes durch Multiplikation mit 1.046 gewonnen wird. 

Das Eiweiss wird nach der Kjeldahl’schen Methode bestimmt, und das 
Kohlehydrat nach dem Verfahren von Liebermann und Momose (1914 u. 
1915). 


UI. ERGEBNISSE MEINER VERSUCHE. 
Versuch 1. 
Von 2 g Pferdefleischpulver wurde nach oben genannter Methode 
der Fettgehalt bestimmt, und das folgende Resultat gewonnen : 


TABELLE IL. 
Fettsiiuregehalt des Pferdefleischpulvers. 


Versuchs- Hohe Fettsiure ia a 
Nr. 2¢@ Pulver wes 

il 0.1576 7.88 
2 0.1525 7.63 
3 0.1482 TAL 
4 0.1536 7.68 
a 0.1526 7.63 
6 0.1524 7.62 
ff 0.1529 7.645 

Mittel 0.15284 7.6412 
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Das Pulver enthalt ca. 7.64% ige hohe Fettsiiure. 


Versuch 2. 


Das Pierdefleischpulver wurde mit Kumagawa-Suto’schem 
Heissextraktor durch Alkohol entfettet und dann das Fett gemessen. 
Das Resultat gab folgende Zahlen. 

TABELLE III. 


Fettsiuregehalt des entfetteten Pferdefleischpulvers. 


Versuchs- Hohe Fettsiure in do. 
Nr. 2g Pulver We 
1 0.0122 0.610 
2 0.0120 0.600 
Mittel 0.0121 0.605 


! 


Nach der Extraktion enthalt das Pulver nun ca. 0.6059 hohe 
Fettsaure. 


Versuch 3. 


Von dem entfetteten Pferdefleischpulver wurden je 2¢ nach 
der Liebermann’schen Methode invertiert und darauf der Zucker 
nach Momose bestimmt. Das Resultat war folgendermassen : 

TABELLE IY. 
Kohlehydratgehalt des Pferdefleischpulvers. 


Versuchs- Traubenzucker in do. 
Nr. 2g Pulver % 

1 0.014355 7.18 

2 0.014355 7.18 


Traubenzuckergehalt : 7.189%. 
Versuch 4. 


Fine gewisse Menge you entfettetem Pferdefleischpulver wurde 
in eine weithalsige Flasche gebracht und eine Kleine Menge 
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Wasser zugesetzt, darauf zichtete man 10 bis 30 Stuck FPlie- 
genmaden. Nach 4 bis 7 Tagen, wenn sie sich yollkommen 
entwickelt hatten, wurde der ganze Inhalt verseift und das Fett 
bestimmt. 


TABELLE V. 


A. Versuch bei 2g. Fleischpulver. 


Hohe Fettsiiure in Hohe Fettsiiure 


Zanahme der 


Versuchs- : 
ae 2¢ entfetteten bei erwachsenen Pare) 
Nr. 2 Palver Risch hoheu Fettsiiure 
1 0.0121 0.0140 0.0019 
2 7 m= 0.0141 0.0020 
oS 
3 is xe 0.0143 0.0022 
Mittel 3 e 0.01413 0.00203 


B. Versuch bei 5¢ Fleischpulver. 


Hohe Fettsiiure 


Versughs: Hohe Fettsiiure in 


= e mes Zanahme der 
Nr. 22 yaya be shear hohen Fettsiiure 
u 0.03025 se ONLG22 0.14195 


to 


3 0.1170 0.0868 


In dem Versuch mit 2¢ Fleischpulver hat die hohe Fettsiure 
von 0.0121 g auf 0.01413 g¢ zugenommen, was einer Gewichts- 
zaunahme von 0.00203 g d.i. 179% entspricht. 

In dem Falle mit 5g Fleischpulver war die Entwicklung der 
Maden sehr gut und die Zunahme der Fettsiure erreichte dement- 
sprechend einen betrachtlich hohen Grad, dh. das 3.9 bis 5.7 
fache derjenigen des Pulvers. 

Es durfte wohl mit Sicherheit anzunehmen sein, dass diese 
Zunahme fast ginzlich durch das Fleischpulver verursacht worden 
sei, denn die bei der Geburt der Maden in ihrem Kérper 
enthaltene Fettmenge ist so gering, dass man sie bei der gegen- 
wartig angewandten Methode unbeachtet lassen kann. 
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Das bei unserem Versuche als Futter benutzte Pferdefleisch- 
pulver besteht zum grdssten Teil aus dem Muskeleiweiss, d.h. 
Myosin und Myogen, so dass man daraus schliessen kann, dass 
diese Zunahme der Fettsiure aus Fiweiss entstanden ist. Ausser- 
dem enthilt jedoch dieses Fleischpulver auch 7.18% Kohile- 
hydrat. Da bekannterweise aus dem Kohlehydrat Fett neugebildet 
werden kann, so konnte diese Fettsiurezunahme auch auf diese 
Kohlehydrate zuriickzufthren sein. Durch diesen Versuch wurde 
somit nachgewiesen, dass das Fett auch aus anderen Nihrstoffen, 
d.h. aus Eiweiss oder Kohlehydrat, gebildet werden kann. Doch 
ist es ganz unklar, welche der beiden Substanzen dabei in Frage 
kommt; und die Fettbildung aus reinem Eiweiss ist nicht er- 
wiesen. 

Nun wurde es sehr notwendig, als Futter ganz kohlehydrat- 
freies Hiweiss zu wahlen, um egrindlich zm untersuchen, ob Hiweiss 
sich wirklich in Fett umwandeln kann oder nicht. Ich wihlte 
als passendstes Material das Blutfibrin. Dieses besteht aus fast 
ganz reinem Eiweiss, Globulin. Das rein entnommene Plerdeblut 
wird stark umgerthrt und das Fibrin ausgeschieden. Man lisst 
das getrennte Fibrin im laufenden Leitungswasser mehrere Stunden 
lang stehen und wischt dann die Blutkérperchen und das Serum 
vollkommen ab. Auf diese Weise erhalt man schneeweisse Tibrin- 
masse. Dieses Fibrin wird gut abgetrocknet und zermalmt, 
wodurch ein feines weisses Pulver gewonnen wird. Ich bewies 
durch verschiedene qualitative Proben, dass es keine Spur von 
Kohlehydraten enthielt. Dieses Material gebrauchte ich zu vielen 
Versuchen. 


Versuch 5. 


Das Fibrinpulver wurde durch Stickstoffbestimmung nach Kjel- 
dahl auf Eiweiss bestimmt. 
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TABELLE VI. 


Hiweissgehalt des Fibrinpulvers. 


Versuchs- Stickstoff Eiweiss 
Nr. Ye We 

1 13.95 87.0625 

2 13.79 86.1875 

3 14.07 87.9375 

4 13.79 86.1875 

5 13.95 87.1875 

6 14.01 87.5625 
Mittel 13.923 87.0208 


Dieses Fibrinpulver besteht aus 87.0209 Eiweiss. 
Versuch 6. 


Von je 2g Fibrinpulver wurde nach genannter Methode der 
Fettgehalt bestimmt, wobei sich durchschnittlich 1.010% hohe 
Fettsiure zeigte. 

TABELLE VIL. 


Fettsiiuregehalt im Fibrinpulver. 


Versuchs- Hohe Fettsiiure in ee 
Nr. 2g Fibrinpulver % 
il 0.0205 1.025 

2 0.0216 1.08 

3 0.0210 1.05 

4. 0.0205 1.025 

S 0.0195 0.975 

6 0.0200 1.00 

7 0.0190 0.95 

8 0.0195 0.975 
Mittel 0.0202 1.010 


Die Bestandteile des Fibrinpulvers setzen sich wie folgt zu- 
samamen : 
Wasser 1.2% 
Trockensubstanz 92.8 
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Eiweiss 87.02 % 
Fettsaiure Oey 
Kohlehydrat 

Stickstofffreie Extraktstoffe arin 
Asche 


LE) 
Versuch 7. 


Je 2g Fibrinpulver wurden genau abgewogen, wie beim Ver- 
such 4 in eine weithalsige Flasche gebracht und eine kleine 
Menge Wasser zugesetzt; darauf wurden 10 bis 30 Stiick von 
oben erorterten Fliegenmaden kultiviert. Wenn die Entwicklung 
fertig war, wurde das Fett des ganzen Flascheninhaltes bestimint. 


TABELLE VIII. 


one es a pete ee in eben a ae cae ete hoes 
3 e Larven : : 
i 0.0202 0.0252 0.0050 
2 A 0.0989 0.0778 
3 - 0.0428 0.0226 
4 ‘ 0.0363 0.0161 
5 fy 0.0274. 0.0072 
6 * 0.0570 0.0368 
ih i 0.0150 
8 oe 0.0395 0.0193 
9 . 0.0215 0.0013 
10 se 0,0790 0.0588 
11 53 0.0520 0.0318 
12 . 0.0640 0.0438 
13 o 0.0355 0.0153 
14 , 0.0370 0.0168 
15 § 0.0260 0.0058 
16 0.0600 0.0398 
17 ; 0.0640 0.0438 
18 s 0.0430 0.0228 
19 x 0.0160 
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Bei Durchsicht dieser Tabelle ersieht man, dass die Fettsaure, 
welche zuerst 0.0202 g betrug, sich durch Wachstum der F'liegen- 
maden in den meisten Fallen auf das 1.5 bis 2 fache und sogar 
in einem Falle auf das 5 fache vermehrte. Da diese Fettsiure 
erst gewogen wurde, nachdem sie vollkommen gereinigt und 
farblos geworden war, so kann man alle Beimengungen verneinen. 
Ausserdem bestand das Futter aus kohlehydratfreiem Eiweiss. 
Nach allem kann man deshalb nur annehmen, dass die Zunahme 
des Fettes aus Eiweiss in der Nahrung entstanden sei. Nur in 2 
Fallen zeigt die Fettsiure eine Abnahme, aber diese Falle sind 
gerade solche, in welechen die Maden beim Versuche zum grossten 
Teil abgestorben waren und eine grosse Pilzmasse gediehen 
war. 

Hofmann hat auch das in Eiern enthaltene Fett bestimmt 
und es zeigte sich in 1g Eiern: 

0.0010 ¢ 

0.0029 ,, 

0.0025 ,, 
Durchschnitt 0.00213 g Fett, wobei alle Atherextrakte einfach als 
Fett in Rechnung gebracht wurden. 

Auf 1g gehen in der Regel einige hundert Eier. Bei meinem 
Versuch zuchtete ich in einer Flasche nur 10 bis 30 Stiick von 
jungen Laryen, d. h. ca. 1/10 Gramm. Uberdies sind sémtliche 
Atherextrakte nicht stets reines Fett. Der TierkOrper enthiilt 
also im einzelnen Versuch nicht tiber 0.0003 ¢ Fett. Da diese 
geringe Menge unter dem technischen Fehler ist, so habe ich 
dieses Fett nicht bericksichtigt. 

Wenn man die Fliegenmaden zuerst auf der Leiche von 
Muttertieren ungefihr 24 Stunden lang futterte und dann auf das 
Fibrin verlegte, so war die Entwicklung viel besser als bei 
anderen Fallen. 


Versuch 8. 


Je 25 gut entwickelte Fleischfliegen wurden sauber gefangen, 
direkt verseift und das Fett bestimmt. 
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TABELLE IX. 


Fettgehalt der Kérper von Mutterfliegen. 


eee pee 23 Hohe Fettsiiure Neutralfett 
1 1.2155 0.0210 0.02197 

2 1.2420 0.0230 0.0241 

3 1.3070 0.0280 0.0293 

4 1.2440 0.0355 0.0371 

5 1.2040 0.0213 0.0223 
Mittel 1.2485 0.02576 0.02694. 


Fettsaiuregehalt bei 25 Muttertieren ist bei diesem Versuche 
im Durehschnitt 0.02576 g. Wenn auch die Maden die ganze 
Menge dieser Iettsiure in sich aufgenommen haben, so erreichte 
dieselbe in den meisten Fiillen doch die Fettsiiuremenge nicht, 
welche in den erwachsenen Fliegenmaden enthalten ist. Um so 
weniger konnen sie den ganzen Mutterkorper, der mehrere hundert 
mal so gross wie ihr eigener ist, in kurzer Zeit verzehren. Des- 
halb lasst es sich nicht als Kinwanderung des Depotfettes erkliren, 
aber es ist sehr wahrscheinlich, dass es sich um die Aufahme 
eines lebenswichtigen, noch unbekannten Nahrstoffes handelt. 


ITV. Eqxnriuss von MIKROORGANISMEN. 


Durch oben erwaihnte Versuche ist es klar erwiesen, dass die 
Tiere bei reiner Eiweissnahrung eine Tettzunahme zeigten. Da 
iibrigens bei diesem Fall die Ztichtung der Maden in einer Flasche 
erfolgte, und der ganze Inhalt verseift worden war, so umfasste 
diese Masse den Nahrungsrest, Tierkérper, ihre ausgeschiedenen 
Substanzen, Fiiulnisbazillen und ihre Spaltungsprodukte. Deshalb 
konnte man vielleicht einen Zweifel daritber hegen, ob diese 
Yunahme der Fettsiiure nicht vielleicht auf die Wirkung der 
Mikroorganismen ausserhalb des TierkOrpers zurickzufuhren sei. 

Doch tuber die Wirkung der Mikroorganismen auf das Fett 
stimmt die Forschung der Autoren darin wberein, dass sie das 
Fett mehr zersetzen. Seitdem Rubner (1900) zuerst die Fett- 
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und Fettsiiurezersetzung durch Bakterien gesehen hat, untersuchten 
viele Autoren verschiedene Fette in bezug auf die bei ihrer 
Spaltung sich entwickelnden Bakterien und Schimmelpilze (Hijk- 
mann 1901; K. Schreiber 1902; O. Laxa 1902). O. Rahn 
(1906) publizierte, dass das Fett zuerst vom Licht beeinflusst und 
dann nach einer Verinderung durch die darauf wachsenden Pilze, 
Hefe, u.s.w. gespalten werde. C. Neuberg und E. Rosenberg 
(1908) beobachteten die bei der Eiweissfaulnis auftretenden Fett- 
sauren und erlangten aus gefaultem Casein und Gelatin durch 
fraktionierte Destillation fluchtige Fettsiuren wie Buttersaure, 
Valeriansaure, Capronsaiure und Caprinsdure. F.H. Me Crudden 
(1910) beschrieb die Produkte der Faulnis des Fibrins unter 
Rinwirkung von Clostridium carnofoetidium und von Rauschbrand. 
Ferner hat A. Spieckermann (1914) neuerdings die Zersetzung 
der Fette durch hohere Pilze versucht. K. Ohta (1911) stellte 
nach der Kumagawa-Suto’schen Fettbestimmungsmethode fest, dass 
die Schimmelpilze die Fette viel mehr zersetzen als neubilden. 
Ganz neuerdings hat N. Shibata (1922) die Frage der Fettzer- 
setzung einiger Saprophyten beantwortet und gezeigt, dass viele 
yon ihm untersuchte Sorten mehr od. minder die Fettsiiure spalten, 
obwohl die Menge weit geringer als bei Schimmelpilzen ist. 

Ich wollte durch meine Zuchtung der Fliegenmaden erfahren, 
was fur Arten von Bakterien sich entwickelt hatten, und habe 
durch mikroskopische Untersuchung des Flascheninhaltes eine aus- 
serordentlich grosse Menge von Bakterien nachgewiesen, welche 
aus Kokken, Bazillen, Diplokokken und Schimmelpilzen yon ver- 
schiedenen Grdssen bestanden. Hierauf habe ich auf alle mégliche 
Weisen ihre Reinkulturen gebildet und durch verschiedene 
bakteriologische Untersuchungen (niimlich makroskopische Unter- 
suchung der Kolonien, mikroskopische Beobachtung der gefarbten 
Praparate, Tierversuche und durch Beobachtung der Eigenschaften 
der Kulturen und ihrer chemischen Lebenserscheinungen, wie 
Kigenbewegung, Sporenbildung, Luftbedirfnis, Farbbarkeit nach 
Gram, Verflissigung der Gelatine, Koagulation der Milch, 
Gasentwickelung in der Traubenzuckerbouillon, Schwefelwasser- 
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stoffentwickelung und Indolbildung) folgende Bakterien und Pilze 
festgestellt : 

1. Micrococcus pyogenes. 

2. Bacterium coli commune. 


3. Bacillus proteus vulgaris. 
4, 4. fluorescens. 

5. 3 subtilis. 

6. is mycoides. 


7. Diplococeus lanceolatus. 
8. Mucorarten. 

9. Aspergillus. 

10. Penicillium glaucum. 
11. Favus. 

Wie aus der Literatur ersichtlich ist (Kruse, 1910), bilden 
diese Mikroorganismen bei Fiulnis des Eiweisses verschiedene 
Substanzen, welche, nur in bezug auf Fettsiiuren betrachtet, mei- 
stens aus fluchtigen Fettsiuren wie LEssigsiiure, Propionsaure, 
Ameisensiure, Bernsteinsiure u.a. bestehen. Und wenn auch 
eine ganz kleine Menge von hochmolekularen Fettsaéuren entsteht, 
so sind sie doch ebenfalls fluchtiger Natur und verhiltnismassig 
niedrig gestellt,wie Buttersiure, Valeriansiure, Capronsiiure und 
Caprinsiure. ‘Tierische Fette aufbauende Palmitin-, Stearin- oder 
Oleinsiure habe ich niemals getroffen, wiahrend die von mir 
bestimmten Fette im Gegenteil gerade den letzteren drei Arten 
entsprechen. 

Hierbei kann man darauf schliessen, dass die Bildung der 
Fette durch die Bakterien oder Schimmelpilze ausserhalb von Tier- 
korpern wahrscheinlich unmoglich ist. 

Um mit Sicherheit feststellen zu konunen, ob die Fette ausser- 
halb der Tierkérper wirklich gebildet werden k6nnen oder nicht, 
fuhrte ich den folgenden Versuch aus. 


Versuch 9. 


Je 2g Fibrinpulver wurden in eine weithalsige Flasche ge- 
bracht und darin wie im vorigen Versuch Fliegenmaden gezuchtet. 
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Nach voller Entwicklung wurden nur die Tierkorper aus der 
Flasche entfernt, wihrend der Rest verseift und die Fettsiure 
bestimmt wurde. 


TABELLE X. 
Versuchs- Hohe Fettsiiure in Hohe Fettsiiure ausser- 
Nr. 2g Fibrinpulver halb der Tierkérper 
1 0.0202 0.0050 
2 o 0.0200 
3 5 0.0170 
4 % 0.0190 
5 ” 0.0200 
6 » 0.0190 
7 » 0.0190 
8 » 0.0200 
Mittel # 0.0174 


Dieser Versuch gab uns nicht nur keinen Beweis fur die 
Fettsiurezunahme ausserhalb yon Tierkorpern, sondern zeigte im 
Gegenteil eine Abnahme. 


Versuch 10. 


Je Lg Fibrinpulver von bestimmtem Fettgehalt wurden in 
einem Becherglas abgewogen und unter Wasserzusatz von einigen 
com, mit der Schale bedeckt, im Brutofen von Temperatur 37°C. 
aufbewahrt und zum Faulen gebracht. Dann wurde die Masse 
nach gewisser Zeit herausgenommen und auf die Veranderung des 
Fettgehaltes untersucht. Das Fibrin begann im Brutofen sofort 
za favlen durch die Wirkung von bald gedeihenden Mikroorganis- 
men, und schon am zweiten Tage machte sich ein tbler Geruch 
bemerkbar. Wenn man ein Stick davon mikroskopiert, so findet 
man, dass sich oben genannte verschiedene Bakterien durcheinander 
entwickelt haben... Ich liess sie noch im Brutcfen stehen, indem 
ich sie von Zeit zu Zeit beniisste, um Abtrocknen zu verbhindern. 
Nach J, 2, 83 Wochen und einem Monate bestimmte ich die 
Fettsaure. 
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TABELLE XI. 
Versuchs- Buniniaintor Hohe Fettsiure do. Ditferenz 
Nr. nach Fiulnis % % 
a 0 

a 0 0.0101 1.01 7. 

2 ) 0.0100 1.0 — 09 
3 1 Woche - 0.0100 1.0 — 0.9 
4 0.0100 1.0 — 0.9 
5 0.0082 0.82 —18.8 
6 2 Woche 0.0110 lat + 99 
i 0.0060 . 0.6 —10.6 
8 0.0110 itil + 9.9 
9 3 Woche 0.0080 0.8 — 20.8 
10 0.0085 0.85 —15.8 
11 0.0078 0.78 —22.7 
12 0.0075 0.75 —25.7 
13 1 Monat 0.0110 alsa! aE t)e) 
14 0.0105 1.05 + 3.9 
15 0.0100 1.0 = (OS, 


Nach diesem Versuch ist der Fettsiiuregehalt nach 1 Woche 
Fiiulnisdauer fast unverandert, nach 2 und 3 Wochen und 1 
Monate meistens vermindert; in einigen Fiillen hat er jedoch 
ygugenommen, doch schreitet die Zunahme nicht tber 109¢ hinaus. 
Sie erreicht niemals das zwei- bis fiinf-fache, wie es bei der Ent- 
wickline der Fliegenmaden der Fall war. Im allgemeinen kann 
man sagen, dass keine grosse Verinderung des Fettes wahrend 
der Fiiulnis stattgefunden hat. Dies stimmt mit Shibatas 
Resultat ganz uberein. 

Beim Uberblick aller oben erwihnter Tatsachen glaube ich be- 
haupten zu dirfen, dass die Fettbildung aus Kiweiss im Tierkorper 
wie bei dem Stoffwechsel der anderen Niihrstoffe unbedingt moglich 
ist.! 

‘Aber der Vorgang oder Mechanismus ist noch ganz dunkel. 
Das Eiweiss spaltet sich im Kérper in Aminosiiure. Ob diese 
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Aminosiiuren sich direkt in Fette umwandeln, oder ob sie zuerst in 
Kohlehydrat, und dann erst in Fette thergehen, wird wohl dureh 
zukinftige Untersuchungen klargestellt werden. 


VY. ScHLuss. 


1. Bisher wurde die Frage der Fettbildung aus Eiweiss 
sowohl in Europa als auch in Japan fast verneint, doch wurde 
durch die Ergebnisse meiner obigen Versuche beim Wachstum von 
Fliegenmaden mittels Fleischpulvers wenigstens eine Zunahme der 
Fette bewiesen. Da aber dieses Fleischpulver eine ziemlich grosse 
Menge von Kohlehydrat enthalt, so kann der Einwand erhoben 
werden, dass diese Fette von dem Kohlehydrat herriihren. 

2. Dureh den Versuch mit Blutfibrin ergibt sich, dass bei 
dem vollkommen kohlehydratfreien reinen Eiweiss die Fette nicht 
nur zugenommen, sondern sogar das Futter vielfach an Fettgehalt 
ubertroffen haben. 

8. Die Schimmelpilze und Bakterien, welche bei diesem Ver- 
suche sich entwickeln, spalten eher die Fette und haben geringe 
Fahigkeit sie neuzubilden. 

4, Aus dieser Tatsache schliesse ich, dass Fettbildung aus 
Eiweiss im Tierkorper moglich ist. 


Zum Schluss ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
Dr. S. Kakiuchi und Herrn Prof. Dr. T. Irisawa fir ihre 
unermudliche und sorgfaltige Leitung bei diesen Versuchen meinen 
herzlichsten Dank abzustatien. 
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I. Tur INtrRopvuction. 


The most specific and important points of the colorimetric method 
for the determination of adrenalin by Folin, Cannon and Denis 
(1912) lie in the fact that the purest uric acid employed as the 
standard is easily obtainable rather than in the sensitiveness of the 
reaction. 

Up to the present, not a few other colorimetric methods of 
adrenalin determination haye been reported, all of them consisting 
of a comparison of an unknown adrenalin solution with a known 
concentration of adrenalin solution. At the present time it is 
however difficult to obtain a pure adrenalin or its solution of an 
exact value. The concentration of the usually used 1 : 1000 solution 
of adrenalin chloride differs more or less in its value, even when 
the bottle is newly opened. According to Stewart and Rogoff 
(1919), who have determined the yalue of the adrenalin hydro- 
chloride of Park, Davis & Co. by the colorimetric method of 
Folin, Cannon and Denis, it contains only from 65 to 80 per 
‘cent of its original value mentioned, and my estimation of a sample 
of the adrenalin chloride of Sankyo & Co. by the same method 
hag usually yielded about 80 per cent when freshly opened. 
‘onsequently, it is quite uncertain to use this so called 1: 1000 
adrenalin solution as the standard. On the-other hand the uric 
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acid employed as the standard by Folin, Cannon and Denis is 
easily obtainable in a pure state. 

Although the adrenalin, which Folin and his associates used 
to compare with uric acid, can not be regarded to be really the 
purest, as they themselves acknowledged, and we can not say with 
certainty, to what degree the colorimetric ratio 1:3 of uric acid 
and adrenalin is right, there is no objection to using the method, as 
we can reexamine and determine its real ratio, when later the pure 
adrenalin is easily obtainable, and eventually the former results 
can be corrected by calculation. 


Johannessohn (1916) states the ratio to be 1:2.98, and according to 
Autenrieth and Quantmeyer, it is 1:3.3 


Though the original method of Folin and his associates has the 
above mentioned superiority, it has some inconveniences in practice 
especially in the following two points. 

(1) Variability of the standard uric acid solution. There have 
been not a few investigators, who have tried to obtain a stable 
uric acid standard in the region of the colorimetric estimation of 
uric acid, but none of them has succeeded sufficiently to make 
their estimations trustworthy (Takata, 1920). The standard uric 
acid solution originally prepared by Folin and his associates is 
especially unstable, being durable only for a few days. Moreover 
its preparation to be ready at any moment is not easy. For 
weighing, the uric acid must not only be kept perfectly dry, 
but also it is difficult to weigh it exactly on a damp day. 
Furthermore, the uric acid is scarcely soluble at the room tem- 
perature, and it requires several hours to dissolves it totally even 
wheu warmed on the water bath. This latter point has been 
already mentioned by Benedict and Hitchcock (1915). 

(2) The easy fading away of the standard colour necessitates 
consequent preparation of the standard colour, which is really 
troublesome. 

Thus some possible modifications of the original method are 
naturally necessary. 
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Determination of Adrenalin. 


Il. A New Sranparp Conour Sonvtron. 


The principal object of this essay is to attempt to modiffy 
Takata’s standard color for the uric acid determination to make 
it useful for the purpose of adrenalin estimation. 

Autenrieth and Quantmeyer (1921) have reported a new 
permanent standard colour based on the same principle as in the 
present essay. (I received the report during my compiling of this 
essay.) They employed a solution of copper sulphate ammonia as 
the standard colour. 

Tn the first place, according to the proposal of Takata (p. 465), 
I attempted to use his standard colour without any modification, 
but I have found that the colour developed by Folin’s method 
of adrenalin determination is too light to compare with Takata’s 
colour standard prepared for Bogert’s method colorimetrically. I 
have attempted, therefore, to prepare a new suitable colour standard 
and after many trials the following composition has been selected. 


Water blue (Griibler) (0.1 gm. in liter) 4.0 ee. 


Nigrosin (Grubler) 0.1 gm. in liter) 4.0 ce. 
CuSO,.5H,0 (10%) 10.0. ce. 
HC! (S.G. 1.050) 10.0 ce. 
H,O to 100.0 ce. 


Water blue and nigrosin may vary according to the manu- 
factories, from which they are obtained, and even those from the 
same manufactory often differ as to the time of manufacture. So 
that one has always to compare these preparations first with the 
colour developed with the standard uric acid and to verify their 
colorimetrical value. 

The above mentioned standard colour solution set at 20.6 mm. 
in a Duboseq colorimeter corresponds to the colour developed with 
0.1 mg. of adrenalin (that is 0.3 mg. of uric acid) set at 20.0 mm. 
Employing this standard colour I have found that between 0.05 and 
0.4 mg. of adrenalin the found value corresponds well to the real 
one. When the amount of:adrenalin exceeds 0.5 mg., however, 
it has been found that the found value is always less than the real 
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one. For example, the colour which develops with 0.5 mg. of 
adrenalin should be found to be 4.0 mm. of Duboseq colorimeter, 
as the calculation shows, in comparison with my standard set at 
20.6 mm., but in reality, the reading has been about 6.0 mm. 
The reason for this fact would appear to be either that the quantity 
of uric acid reagent used is insufficient to develop the maximal 
colour, or that the colour obtained by adding an excess of adrenalin 
to an exact amount of the uric acid reagent fades with great rapidity, 
as exists in the case of uric acid, as Folin and Denis (1913) 
stated. 

Thus in the method of Folin and his associates the quantity 
more than 0.4 mg. of adrenalin is not suitable for estimation ; it 
must be under 0.4 me. 

Stability of the standard colour :-—I have found that Takata’s 
standard colour employed for Bogert’s method of uric acid estima- 
tion is stable for several months. But since fading of the light 
colour standard, such as in our case is far more rapid in comparison 
with the former, and the colour has been found to keep only for 
about 2 weeks, I have made our standard freshly at intervals of 
about 10 days each. Each of the materials, when kept unmixed, 
is permanent. 


TW. Toe Errect or TEMPERATURE ON THE CoLoUR 
DEVELOPMENT BY FOLIN’S METHOD OF 
ADRENALIN DETERMINATION. 


We next proceeded to determine the effect of room temperature 
on Folin’s method. 

Our above mentioned experiments were mainly performed during 
the hot season of summer (25-30°). If, therefore, the temperature 
has any marked influence upon the maximal development of colour, 
the method might give false results in the cold season. To decide 
this point some experiments were performed. 

(a) All the reagents at the room temperature (25-30°) were 
made to react in a flask, which was kept at 10-8° by artificial 
cooling throughout the reaction. The results differed scarcely at 
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all from the control in which all the reagents and media were at 
the room temperature. 

(b) Both the reagent and the flask in which the reaction took 
place were all kept at 10° to 8°. In this case, the development 
of the colour was somewhat less. The lower the temperature, the 
lighter the colour seemed to be. 

Thus it was found that the temperature has some effects on the 
colour intensity. We found, however, also that, when the temperature 
stood above 14°, difference was quite small and entirely negligible. 

In the cold season, therefore, if the temperature falls below 14°, 
one must keep the reagents over 14°. 


TV. Surraste Amount oF ADRENALIN FOR THE METHOD. 


As pointed out before, in the Folin, Cannon and Denis’ 
method, more than 0.4 mg. of adrenalin is not suitable for the 
estimation, about 0.2 to 0.1 mg. being most suitable. Therefore, 
when an adrenalin solution, in usually used concentration 1: 1000, 
is estimated, 0.2 to 0.1 cc. of the solution ought to be employed. 
When an adrenalin content of an adrenal gland is estimated, the 
quantity of the extract to be employed should correspond to that 
of 0.1 gm. of the adrenal gland, as ordinarily that amount of 
extract will contain from 0.2 to 0.1 mg. of adrenalin. 

While Folin and his associates recommended to make 100 ce. 
of extract from each 2 em. of gland, that is, 10 cc. of extract from 
0.2 gm. of gland, I have made 25 cc. of extract from about 0.2 gm. 
of a rabbit’s adrenal gland, as the amount of 10 cc. is too small 
to avoid substantial loss during the procedure. 

Thus 10 or 15 cc. of our extract should be employed for each 


estimation. 
V. REAGENTS. 


(1) The uric acid reagent :—As marked differences were found 
in the development of the colour, when different uric acid reagents 
prepared in different manners were used, a definite method of 
preparation must be followed. It is especially necessary to use the 
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purest crystal of sodium tungstate. In order to obtain the purest 
sodium tungstate, the ,, pure crystal“ of Merck, Darmstadt, 
was recrystallised several times. With the original ,, pure crystal “ 
of Merck, the colour development was insufficient. Phosphoric acid 
(,, Extra Pure-Syrupy. Spec. Gray. 1.7 “) of Merck was employed 
without purification. 

The uric acid reagent was prepared by boiling together 100 gm. 
of sodium tungstate, 80 cc. of 85 per cent phosphoric acid and 
750 cc. of water under reflux condenser for an hour and a half, 
cooling the solution, and diluting it to one liter, according to 
Benedict and Hitchcock. 

(2) Sodium carbonate solution:—A 20 per cent solution of 
anhydrous ,, Extra Pure“ sodium carbonate of Merck was employed. 
When the crystallised sodium carbonate is used, 270 gm. of it 
must be taken instead of 100 gm. of anhydrous. In the original 
method of Folin, Cannon and Denis, the sodium carbonate 
solution was employed in the form of saturation, but the irrationality 
of employing this saturated solution has been already clearly 
pointed out by Benedict and Hitchcock. The solubility of 
sodium carbonate varies greatly with the temperature, and the 
concentration of carbonate markedly affects the grade of colour 
developed. Thus, the concentration of the carbonate solution must 
be kept always constant. 20 per cent solution of anhydrous sodium 
carbonate is practically saturated at 20°, but can be cooled 5-10° 
lower without any separation of the salt. If the deposition of the 
salt occurs, the warming of the solution for a while will be sufficient 
to dissolve it clearly. This warming, whenever erystalization occurs 
or not, is properly necessary in cold season, because the teniperature 
of the reagent must be kept over 14° as above stated. 


VI. ProcrepDvure. 


Into a measuring flask of 50 cc. a certain amount of a solution 
to be examined, 1 cc. of uric acid reagent and 10 cc. of 20 per 
cent sodium carbonate solution are pipetted, and diluted immediately 
with water up to the mark, and after 2 minutes the colour of the 
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solution is compared with the standard set at 20.6 mm. of Duboseq 
colorimeter. 


We believe that our modifications have many advantages com- 
pared with the original method of Folin and his co-workers. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DAS ELEKTROMOTORI- 
SCHE VERHALTEN DER FROSCHHAUT. 


II. Einige Zusatzexperimente und die Schlussfolgerung. 
Von 
KUNIAIKO HASHIDA. 
(Aus dem Physiologischen Institut, Kaiserliche Universitat Tolcyo.) 


(Eingegangen am 24. Miirz 1922.) 


ZUSATZEXPERIMENTE. 


In der ersten Abhandlung (Hashida) habe ich die Versuchs- 
ergebnisse der Untersuchungen uber die Abhangigkeit des e.m. 
Oo co) oo 
Verhaltens der Froschhaut von den ableitenden Flussigkeiten mit- 
fo) 
geteilt und eine neue Theorie des ,, Adsorptionspotentials “ auf- 
eestellt. Nun mochte ich hier einige kleine Experimente, deren 
Ergebnisse nach unserer Theorie leicht beereifbar sind, hinzuftgen. 
to) f=) fo) 
Die Methodik war ganz gleich wie bei der vorigen Untersuchung. 


A. Experimente an der toten Froschhaut. 


ps) 


Die Resultate der Versuche werden in folgenden Figuren 
wiedergegeben. 
Eigu dl: 


Versuch Nr. 137 
Ringers Lésung 


x in 0.01mNaCl 


—— > Minuten 
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Daraus ergibt sich, dass die Abhangigkeit der E.M.K. von der 
Konzentration der ableitenden Flissigkeit sehr klein ist, kleiner als 
bei der Anwendung der schwach wirkenden Salze an der lebenden 
Haut (vgl. Hashida S. 36), und dass die zeitlichen Veranderungen 
der E.M.K. uberhaupt unbedeutend sind, so dass sie bei konzen- 
trierten Losungen einfach prompt und definitiv sind. Bei den 
verdunnten Losungen zeigt die Verdinderung die Neigung mit der 
Zeit abzunehmen, und wir bemerken weiter, dass die Verainderungen 
auch bei konzentrierten Losungen nicht prompt und definitiv sind, 
wenn die Konzentration der zuvor gebrauchten Losungen klein sind. 
Dass die Verdnderungen bei den verdtinnten Losungen nur im 
Sinne verlaufen, die Differenz der E.M.KK., die der betreffenden 
Konzentration entsprechen, zu vermindern, rihrt sehr wahrscheinlich 
davon her, dass die tote Haut stark permeabel ist, so dass bei den 
verdunnten Ableitungsflissigkeiten relativ grosse Menge Saiz aus 
der Innenflache der Haut heraustritt, um die Konzentration der 
Ableitungsflissigkeit zu verandern. 

Weiter bemerkt man, dass die Oberfliche der toten Haut 
der Innenflache gegentber nie negativ wird. Dies 
bedeutet, dass es sich hier darum handelt, dass das e.m. Verhalten 
Cer beiden Flachen der Haut von derselben Grédssenordnung sind, 
wenn die Haut beiderseitig Losungen derselben Konzentration 
berthrt. Doch muss man dabei die foleenden Punkte in acht 
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nehmen. Die hier beobachteten E.M.KK. sind nicht einfache 
Diffusionspotentiale: denn das System besteht schematisch dargestellt 
aus der folgenden Kette : 

N.E.—Lésungen variabler Konzentration—tote Haut—N.E. 
Also wenn keine heterogene Phase, die Haut, zwischen den zu ver- 
suchenden Losungen und der Normalelektrode eingeschaltet wiire, 
wurden die E.M.K. der Kette immer Null sein, welche Losungen 
man auch zur Anwendung gebracht hatte; mit anderen Worten: 
zeigt auch die tote Haut ein e.m. Verhalten. 

Obwohl wir bei diesen Versuchen die Ringer’sche Losung 
angewendet haben, wollen wir sie einfachheithalber als NaCl-Losung 
von gleicher Ionenkonzentration betrachten, um die wahrscheinlichen 
E.M.KK. an der Phasengrenze auszurechuen. (Vgl. Hashida 8. 32) 


AUS VERSUCH I. 


Versuchs- | Konzentration beobachtet HES Se korrigiert 
nummer potential 
1/1 3.8 10:8 | —3.8 
1/4 — 3.0 + 63 iG 
‘ 1/16 —15.9 412.8 8 
1/64 —23.5 419.3 42 
1/1 226 | 00 = | —4.0 
1/4 —10.0 + 63 9] 
iT 1/16 —18.85 4+12.8 —6.05 
1/64 26.45 +19.3 =Ts 
1/256 —28.75 +26.0 —2,75 
Is SB} 


1G 


0.12 One . : : QO, te 


256 64 16 4 ol 
—, loge 
I. Versuch No. 138 II. Versuch No, 137 
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Aus der z-log(C)-Kurve sieht man keinen qualitativen, sondern 
uur einen quantitativen Unterschied zwischen der lebenden und 
toten Haut. Demnach muss die tote Froschhaut nach unserer The- 
orie sehr wahrscheinlich, wenn auch sehr kleine, Adsorptionsfahigkeit 
besitzen. Da das Fehlen der Negativitiit der Oberflachen einen 
entscheidenden Unterschied zwischen der lebenden und toten Haut 
darstellt, muss noch weiter untersucht werden, ob der dabei zu 
Grunde liegende Prozess auch derselbe sei.* 


B. Experimente mit Alkalierdesalzen. 


Mit den Alkalierdechloriden wurden folgende Resultate erhalten. 


I. 0.01m-Lisungen. Ii. 0.005m-Lésungen. 
CaCl, —11 — 5.67 
MgCl, —1.81 — 691 
BaCl, —5.7 —12.88 
SrCl, —5.84 —10.95 
Ca, Mg >Ba, Sr Ca>Me>Sr>Ba 


Daraus ergibt sich, dass die Alkalierdechloride sich wie schwach 
wirkende Salze verhalten. Die Resultate stimmen mit der Angabe 
von A. Schwarz (S. 569). Also bemerken wir, dass von einem, 
einfachen physikochemischen Prozess beim e.m. Verhalten der Frosch- 
haut keine Rede ist, da kein direkter Zusammenhang mit der 
Tonenvalenz vorhanden ist, und dass beim em. Verhalten der 
Froschhaut keine antagonistische Wirkung sich zwischen Ca‘ und 
K’ zeigt. Der bekannte Antagonismus zwischen diesen beiden 
Tonen bei anderen irritablen Substanzen, insbesondere bei Muskeln 
und Nerven, spricht gar nicht gegen unsere Auffassung, da die 
Jonenwirkungen bei verschiedenen Geweben verschieden sein 
konnen. 


* Bei provisorischen Untersuchungen iiber kiinstliche Membranen (Gelatine- 
Ferrocyankupfer, Lezithin) habe ich dasselbe Verhiltnis bemerkt. Da aber die 
Versuchsanordnungen nicht ganz einwandfrei waren, verzichte ich hier auf 
genauere Angabe, 
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C. Experimente iiber die geyenseitige Wirkung zwischen den 


schwach und stark wirkenden Ionen. 


Es wurde weiter untersucht, ob eine antagonistische Wirkung 
zwischen den schwach wirkenden und stark wirkenden Salzen VAT 


bemerken ist. 


Die Ergebnisse sind die folgenden. 


Vi s ; f ae 
fan Salz-Li'sung ik. M.KK. Differenz 
ee — 9.32 4.35.12 
0.01m-KCl iC a eas oe 
: 0.01m-NaCl +25.8 
0.01m-NaCl +39.83 +12.03 
0.01m-CaCl, — 0.95 +4430 
0.01m-CaCl, | ee 
at 0.01m-NaCl eal eae . 
0.01m-NaCl 448.95 + 4.5 
0.0im-KCl = D3 4 5.78 
0.01m-CaCl 
ell» — 5.75 
0.01m-KC] Laer 
Til 0.01m-CaCl, = TGs 
0.01m-CaCl, anes + 38.02 
; 0.01m-NaCl Hee. 
0.01m-NaCl +38.47 + 2.10 
N.B. Die Lisungsgemische bestanden aus gleichen Mengen der Besiandteile. 


Die angegebenen Werte sind die Durchschnittswerte aus einer Reihe yon 
Messungen. 

Daraus ergibt sich, dass eine gemischte Losung, die aus gleichen 
Teilen einer schwach wirkenden und stark wirkenden Salzlosung 
besteht, nicht das erwartete Mittel der beiden E.M.KK. heryorrutt, 
sondern die Wirkung der starkwirkenden Salze wherwiegend bleibt. 


Auch dieses Verhalten kann man nach unserer Theorie leicht 
begreifen. Derjenige Pestandteil, welcher stark adsorbiert wird, 


spielt die Hauptrolle bei Entstehung der elektrischen Doppelschicht. 
Wir konnen wohl vermuten, dass bei der Adsorption aus Salz- 
lésungsgemischen hauptsiichlich der sturk «adsorbierende Pestandteil 
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adsorbiert wird, oder er den anderen aus der Adsorptionsschicht 
der Grenzflache verdrangt. 

Die Untersuchungen sollen noch umfangreicher ausgefuhrt 
werden, um das Verhiltnis klar und sicher zu machen. Aber die 
obigen Resultate konnen jetzt schon als ein Hilfsbeweis fur unsere 
Theorie betrachtet werden. 


ScHLUSSBETRACHTUNGEN. 


Wir haben oben gesehen, dass das e.m. Verhalten der Froschhaut 
unter leicht beereifbarer Annahme des _,, Adsorptionspotentials “ 
eindeutig erklart werden kann. Dabei ist es sehr bemerkenswert, 
dass die Salze, die schwach e.m. wirksam sind, wie KCl u.a., leicht 
durchlissig durch die lebende Froschhaut sind, und infolgedessen, 
wenn unsere Theorie richtig wire, sind die leicht permeablen 
Salze weniger adsorbierbar. Dieser Punkt stellt die wichtige 
Folgerung aus unseren Untersuchungen dar und muss immer bei 
der Frage der Salzwirkung beachtet werden. 

Nun sind wir in die Lage gekommen, zu sehen, ob unsere 
Theorie als eine Arbeitshypothese existenzfihig ist: mit anderen 
Worten, ob verschiedene bioelektrische Erscheinungen nach unserer 
Theorie begreifbar sind oder nicht. 

Wir konnen die Entstehung der Verletzungsstrome des Muskels 
oder des Nerven einfach deuten, wenn wir annehmen, dass der 
Muskel- oder Nervenfaserinhalt viel adsorptionsfaihiger ist, als ihre 
» Hulle.* Von diesem Standpunkte aus kann man auch Briinings’ 
Befunde (Brinings 8. 445ff) leicht verstehen, wenn die Adsorp- 
tionsfahigkeit des Muskelfaserinhaltes von der Konzentration der 
intra- und interfibrilliéren Flussigkeiten sehr wenig beeinflusst wird. 
Die schnelle Entwicklung der Verletzungsstrome, die fir das Wesen 
der Elektrizitatsproduktion einen Streitpunkt darstellte (Bernstein 
und Tschermak, Hermann 1877, Garten), kann man leicht 
unter der Annahme verstehen, dass der Jonenumtausch und infolge- 
dessen die Ausscheidung der Elektrizitat sehr schnell sich vollzieht. 

Dass die Plasmahaut des Muskels oder Nerven der Sitz einer 
Potentialdifferenz ist, ist auch nach unserer Theorie moglich, da die 
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Salze aus den Gewebssiften an die Oberfliche der Plasmahaut 
adsorbiert werden konnen. Aber es scheint mir nicht wahrschein- 
lich, dass sich dort auch eine geniigend starke chemische Umsetzung 
im Sinne unserer Theorie abspielen wird, so dass die Potential- 
differenz einen der Beobachtung entsprechenden hohen Grad errei- 
chen kann. Wir konnen das nicht einfach entscheiden. Aber wir 
konnen, ohne an die Priexistenz der Plasmahautpotentialdifferenz 
za denken, das YZustandekommen der Salzstrome doch leicht be- 
greifen. Z%.B. adsorbieren sich die Kaliumsalze, die sehr wahrschein- 
lich die impermeable Plasmahaut der Muskelfaser permeable ma- 
chen, wie Hober annimmt, an die Muskelfaserinhalt-oberfliche, 
um dort ein Adsorptionspotential hervorzurufen, wenn genugend 
starke Affinitit zwischen Kaliumionen und Muskelfasersubstanz 
vorhanden ware. Also muss die Partie eines Muskels, an der man 
die Kaliumsalze appliziert, der anderen nicht applizierten Partie 
gegentber sich elektronegativ verhalten, und so muss die Entwicke- 
lung der Salzstrome genau denselben Verlauf, aber natirlich mit 
quantitativem Unterschiede, annehmen, wie die e.m. Veranderungen 
der Froschhaut beim Wechseln der Ableitungsflussigkeit. Dass es 
wirklich so ist, zeigen foleende Kurven, die nach Hober wieder- 
gegeben worden sind. 


Fig. 4 
fe) 
Nach 
i= 
< Héber (1908) 8. 503. 
oes _— 


eo a : ‘ 
ie) 4\0' 610 


Nach 
Hober (1910) S. 314. 
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Dass die Kurven nach der zurickkehrenden Richtung verlaufen, 
nachdem der Maximalwert einmal erreicht worden ist, hat Hober 
dabei nicht analysiert. Nach unserer Theorie ist das Verhaltnis 
leicht verstiindlich. 

Es muss aber wohl beachtet werden, dass hier von der Permeabilitét der 
Muskelfaser fiir Kaliumsalze keine Rede ist, weil der Muskel wie bekannt fiir 
Kaliumsalze nicht durchlissig ist (Overton, a, S. 203). Also kénnen die Kalium- 
salz2 vielleicht nur bis zur Faserinhaltoberfliche gelangen. Unsere Annahme 
starker Affinitat zwischen Kaliumion und Muskelfasersubstanz ist trotzdem méglich 
und begriindbar, weil nach unserer Theorie die chemische Umsetzung sich nur in 
der Adsorptionsschicht abspielt. Dass wir bei der Froschhaut schwache A ffinitiit 
der Kaliumionen fiir die Hautswostanz angenommen haben, bedeutet auch keinen 
Widerspruch, da die chemische Umsetzung bei Muskelfaser ganz anders als bei 
der Hantoberfliiche sein kann. 


Fs ist auch nicht schwer zu verstehen, warum ein Muskel der 
vorher in Kaliumsalzlogungen eingetaucht worden ist, fast keinen 
Verletzungsstrom zeigt (Overton, 1904, b). Bei Behandlung mit 
Kaliumsalzlosungen wird die Muskelhulle uberall permeabel fur 
Salze, so dass die Adsorption auf der Lings- und Querschnitts- 
oberflache keinen merklichen Unterschied zeigt, infolgedessen die 
Ableitung des Langsquerschnittes fast stromlos ist. Der kleine 
umgekehrte Verletzungsstrom beim Kaliummuskel kann von 
dem Unterschied der Adsorption zwischen nacktem Muskelfaserin- 
halt und dem von der permeabel doch noch ein bisschen hinderlich 
wirkenden Plasmahaut bedeckten Muskelfaserinhalt bedinet sein. 

Es ist ja moglich, dass die Muskelplasmahaut durch die Finwir- 
kung verschiedener Salzlosungen entweder aufgelockert, oder ver- 
dichtet wird. (Hober 1906, S. 620). Aber es tritt dadurch nach 
meiner Meinung nur die Steigerung resp. Verminderune der Per- 
meabilitat ftir Salze als ganzes, jedoch nicht im Sinne der selektiven 
Permeabilitat ein. Wir konnen ohne Schwierigkeit alle Erschei- 
nungen bei der Entwickelung der Salzstrome gut beereifen und 
das Auftreten der verhialtnismissig kleinen kontraregularen Salz- 
strome kann wohl der Ausdruck der Anionwirkung sein. 

Die Behauptung, dass die ,, Membran“ bei der Erregung 
permeabel wird (Hober, 1914, S. 591, Lillie), kann man nach 
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Untersuchungen yon Prof. M. Gildemeister, und A. Schwarz 
ua. als sichergestellt betrachten. Also miissen anorganische Sub- 
staunzen aus den Gewebssiiften bei der Erregung direkt zu erregender 
Substanz vordringen, und sich dort an der Grenzfliche anhiiufen, 
um eine Potentialdifferenz durch chemische Umsetzung hervorzuru- 
fen. Diese Potentialdifferonz ist der Aktionstrom (Vgl. unten 8. 299). 
Also ist nach unserer Theorie der erste Prozess der Erregung das 
Vordringen der Jonen, insbesondere Na-Ionen an die erregende 
Substanz, um dort chemische Umsetzung, infoleedessen die Stérung 
fruher bestandenen Gleichgewichtes, die vielleicht als auslésendes 
Moment der weiteren Vorgiinge dienen wird, hervorzurufen. So 
scheint ein Aktionstrom mir nichts anderes als ein Yeichen der 
Reizaufnahme, obwohl ein Aktionstrom ohne Aktion noch nicht 
sicher nachgewiesen worden ist. (Vel. Lillie, 1915, S. 3). 

Um von demselben Gesichtspunkte aus die lihmende Wirkung der Kaliumsalze 
mu erkliiren, kann man sich ungefiihr folgendes vorstellen. Z.B. beim Kaliummuskel 
ist die Muskelfaserhiille schon permeabel, und die Kalisalze adsorbieren schon an 
die Muskelfaseroberfliiche, so dass eine geniigende Menge Na-Ionen dort nicht mehr 


anlangen kiénnen, um die Erregung auszulésen. Dabei kénnen andere Prozesse 
auch eine Rolle spielen, jedoch nimmt der obige sicher einen wichtigen Anteil. 


Bei den Reizversuchen der Hautnerven der Frosche fanden die 
fruheren Forscher daz Auftreten einmal der einsteigenden, einmal 
der aussteigenden Schwankungen der E.M.K. der Froschhaut, oder 
das Auftreten der Schwankungen der gemischten Typen. Demnach 
vermuteten Herman (1882), Biedermann uaa. bei der Erregung 
das Abspielen zweier entgegengesetzter Prozesse in den Hautzellen. 
Orbeli (S. 3881) hat spiiter gefunden, dass diese Mannigfaltigkeit 
des Antwortstromes von den Arten und der Konzentration der 
Ableitungsflissigkeiten bedingt ist, so dass bei der Anwendung 
destillierten Wassers oder sehr verdtnnter Salzlosungen stets die 
einsteigenden Schwankungen der Ruhestréme bemerkbar sind, wah- 
rend diese Schwankungen mit der Zunahme der Konzentration der 
Ableitungsflissigkeit allmihlich in die aussteigenden ubergehen. 
Er hat sich dabei der Ansicht der fritheren Forscher angeschlossen, 
indem er meinte, dass er die zwei vermeintlichen Prozesse in den 


Hautzellen einzeln herausheben konnte. 
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Wenn wir einmal die Kurven von Orbeli tberblicken, sehen 
wir gleich, dass alle Kurven eine vollkommene Abnlichkeit mit den 
der zeitlichen Verinderungen der E.M.KK. beim Wechseln der 
Ableitungsflissigkeiten bei unseren Versuchen zeigen, wie es mit 
folgenden Kurven nach Orbeli auffallig gezeigt worden ist. 


iS iKep 


Fig. 4. Im dest. Wasser Fig. 5. In 0,6 proz. NaCl-Losung. 
Nach Orbeli. S. 350. 


Es ist nicht schwer, aus solchen Kurven zwei entgegengesetzt 
verlaufende exponentielle Komponenten herauszurechnen. Aber es 
bedeutet nicht einfach, dass dieser einzelne Komponent dem in den 
Hautzellen sich abspielenden Prozess entspricht. Doch kann man 
daraus mit gutem Grund schliessen, dass es sich dabei tatsichlich 
um eine Konkurrenz zweier entgegengesetzter Schwankungen 
handelt, sei es eine einsteigende oder eine aussteigende Schwankung, 
so dass die Mannigfaltigkeit der Schwankungen nur von quantitativen 
Unterschieden der zusammensetzenden Faktoren bedingt ist, und 
dass dabei von der qualitativen Verschiedenheit keine Rede ist. 
Mit anderen Worten scheint uns, dass die der Erregung 
zugrunde liegenden Prozesse immer dieselben sind, 
und dass sie nur mit quantitativen Unterschieden zu Tage treten. 

Unter der Annahme, dass die Permeabilitiit der Membran bei 
der Reizung zunimmt, und dass diese funktionelle Membran, die 
direkt unter dem Hinfluss der Nerven steht, an der Innenseite der 
Haut ihren Sitz hat, konnen wir uns die Prozesse foloendermassen 
vorstellen. 
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Infolge der Steigerung der Permeabilitit dringen die Salze aus 
der Flussigkeit, die die Hautinnenfliche berthrt, an den Zellinhalt, 
und so wird dort die Negativitaét hervorgerufen, d.h., die Potential- 
differenz der Hautinnenfliche verandert sich im aussteigenden Sinne. 
Man kann wohl annehmen, dass die Adsorptionsfihigkeit der 
Zellsubstanz und zugleich die chemische Umsetzung in der Adsorp- 
tionsschicht bei der Erregung auch veridndert werden, und zwar 
zanehmen.* Dann mussen die Adsorptionspotentiale an der Haut- 
oberfliche auch bei der Erreeung ansteigen, dh. es wird eine 
Schwankung des Ruhestromes im einsteigenden Sinne hervorgerafen. 
Die Zunahme der Adsorptionsfahigkeit u.a. konnen wohl bei ver- 
dunnteren Ableitungsflussigkeiten, wo nur kleine Adsorption statt- 
findet, grosser sein, als bei konzentrierteren, wo sich die Adsorption 
schon im gesittigten Zustande befindet. Da bei gleich starken 
Reizungen die Schwankungen an der Innenfliiche dieselben sein 
mussen, so lange die Konzentration der benetzenden Flussigkeit 
konstant, und Beschaffenheit der Plasmahaut unverandert bleibt, 
so treten die zusammengesetzten Schwankungen je nach den Kon- 
zentrationen der dusseren ableitenden Flussigkeiten entweder im 
einsteigenden oder aussteigenden Sinne auf.** 

Obige Auseinandersetzungen sind naturlich nicht luckenfrei, da 
wir noch nicht gentgendes Material als Stutze haben. Uns genugen 
sie aber, weil wir bemerkt haben, dass unsere Theorie wenigstens 
theoretisch sehr weit ubertragbar ist, so dass die Theorie als eine 
Arbeitshypothese sehr wohl berechtigt ist. Doch bevor wir weiter 
theoretisch diskutieren wollen, miissen wir tatsichlich Grinde fest- 
stellen. Dies soll die Aufgabe der weiter folgenden Untersuchungen 


sein. 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Bei der toten Froschhaut ergibt sich : 


*Man kann hier die Erregung wohl als die Steigerung der yorhandenen 
physiologischen Funktionen durch die Reize betrachten, so lange die Reize nicht 
yu stark sind, 

** Yon den Verhalten der tiitigen Froschhaut in KCl-Lisung kann man das 
gleiche vermuten. Dariiber wird in einer bald folgenden Abhandlung diskutiert. 
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a) Die aussere Hautoberfliche wird nie negatiy der inneren 
Flaiche gegenuber. 

b) Die z-log (Konzentration) Kurve zeigt aber keinen quali- 
tativen, sondern nur einen quantitativean Unterschied der lebenden 
Haut gegenuber. 

2) Es wird gezeigt, dass Alkalierdechloride auf das e.m. Ver- 
halten-der Froschhaut nur schwach wirksam sind, wie KCl wa. 
Also ist kein Antagonismus zwischen Ca und K zu bemerken. 

3) Bei Anwendung der Salzlosungsgemische wirken diejenigen 
Anteile, die allein appliziert stirker wirksam sind, uberwiegend. 

4) Es wird diskutiert, ob man nach der Theorie des ,, Adsorp- 
tionspotentials “ weitere bioelektrische Erscheinungen erklaren kann, 
und einige bisher unklar gebliebene Tatsachen werden danach 
aufgeklart. 
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TABELLE I, 1 


(Zu, Kurve Tafel T, 1) 


Versuch Nr. 81. 
5. Oktober 1915. 


KCl 
In destill. Wasser 


4) 8° 


9710// 
40/10’” 
20/7 


20/ 


44’ 


26/ 


B/t 


50/7 


327 


34/ 


.. — 10-4 
..—719 


.-in 0.004 m 


. —35°05 


.. —14:3 


4b 47/ 5//... 
48/-5/ ... 


5h 


DOU ee ie 


49/5 Ue ae 


50/ 
ol/ 
52/ 
53/ 
54/ 
55/ 
56/ 


50. 
DOGLO Aare 
30. 


0/ 
alle 


.in 0°016 m 


..—5:-78 
..—6:45 


—6:5 
—6:16 


.—5-77 
.—5°63 


—5:19 


—4:47 
—4-33 
—4:12 
—4:12 
—5-05 
—5:05 
—5:05 
—5:00 
-in 0,082 m 


2. 04 
.—0-7 
.—08 
.—0:7 


—0-66 
—0-15 
—0:0 
SEL 


55 Jet 


+045 
+0°6 


5. +09 


+1:0 
FailOe 


so Selo) 


LOG rer aes (sb) 
13) ee +1:15 
daft 8, in 0.064 m 
20/7 .... 44:38 
35// +3:97 
Shy See +2 3:97 
15// +387 
15). SeiSaae +4-43 
NGS Ps cee +454 
i; 1 ees +4:74 
18/10 ....+4°85 
197% 5/4 e, w= 495 
20/407 .... +514 
PA ie cs BAL 
QOTAOHA pee toe 
ges Bann Oe SE [5 yoi bet 
24/10// ....+5-14 
S0Va ee in 0.42 m 
10 eG 
5h 24/557 ..+519 
VASPANE 8. Jelsen hE 
2G4 cxstvee +514 
30// Peeolg 
PYLE = tecdcrue Sey si 
PA a ye +4-64 
29/ .- +454 
30/ .. +4:38 
SIO. eee +422 
B05 Ee +4:02 
SO see te +39 
ee rte, Set) 
Sis Geos sEare) 


TABELLE I, 2 
(Zu Kurve Tafel I, 2) 


Versuch Nr. 88. 


25, Okt. 1915. 
NaNO, 
eter. In 0.0005 m 
Ab 9/5/75 11-95 
10/2 —11-4 
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ala ose 


BO ar 


50/’.., 
11/10/ 


47/-5// 


++ 22:62 


...in 0,008 m 
. + 49-27 


+50:80 


. +52:57 


AS) ete 454-27 
AS) Rares 2 +5528 
BOF ieee, 2 455-95 
Bi eataes. +5655 
5Y/-5/ .. 456-95 

dh BSlsee 2. 457-25 
BA or tes 457-45 
HBr mab>, © 457-75 
56/-5// .. 457-95 
ghee eae 4.5825 
BBr i cies 458-25 
59/57 |. 458-45 

Bi OA ead. 4585 

ae oe 458-55 
Pe es 458-75 
Sees +588 
ria oe +58-95 
Bator 4-59-15 
Geek ne 459-05 
Pee +59-05 
Q5” 1... in 0,032 m 
40” ..478:8 
BF ca tie: +78:9 
30” .. 478-9 
9/10/7 .. 478-1 
100 Tees: +7902 
hie Te ae 479-71 
1a? ee +80°3 
ie Saree +80:56 
1h) ees +.80:95 
15/107 .. +.81:35 
SC /creroaie 481-45 
17/107... +.82-05 
{s/s 4-82-15 
19/-5/7 .. 4. 82:55 
DO eas. 4-82°65 
Si mel nek 4.82:85 
Dye 4829 
Oy ther, 483-05 
Bas Ei Nw 483-25 
BEDI Vs. « 483-3 
86) Sed ne 4833 


Di a eaen +83°3 
A rae, in 042 m 
30/7". 93:1 
904-056 

28/ 5/ .. +93-7 
BOE sp ah 

ZO lees 03-30 

304 een +90-1 

31/-5/” .. +89-05 

32 ie +88°65 

38) Base + 88:45 

SOS 4 / eee: +8845 

SD pha deers +885 

BELL aa +88-75 

BYE T Lk ae +88:85 

30ers er +88-95 

39/20// +88-9 

AOC a eten 

Ae Be anc +88°85 


42/20/7 .. +88°85 


TABELLE I, 3 
(Zu Kurve Tafel I, 3) 


Versuch Nr. 113. 

29. Dez. 1915. 
NH.Cl 
Stammlisung 0.12m 
In destil. Wasser 

Qh 33/ 5 .. —28-27 


Si) eee —28-27 
BO) ecak —28-37 
36/107 .. —28-27 
EyiDA wo te — 28:37 
Taig eee in 4/256 
40 .. —30-95 
SB deine — 30-65 
50a —28°51 
AD TENS —27°57 
41/-5// .. —26-93 
ADT seer —26-78 
Neem —26.88 
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BAY eae — 26-98 OW —25:74 55 ee —1-33 
Ais po eh ee —27-18 207 eae — 25-84 30567 eee ~1-49 
AG! setae —27:38 95/ aeee — 25-89 57 —1-60 
AN eee —27-57 Daler ee —26-0 59a —165 
48/10/7. .. —27-93 25) 4 Sake — 25-94 50/ eae —1-65 
49/27 |. 28-27 26" eae —25-89 LN IY acces —1-76 
50/ 5/7. — 28:37 OT a ee —25-94 “1a eae: —1-86 
S/n —28-56 ABW. Ten Neo in 4/16 Or TE Ve —2:06 
ROVerenen es —28-76 25/7 .. —17-86 SS —211 
BS ee aia 4 — 29-06 30/7 .. —13-06 L/S ee = O07) 
bat... , —29-35 A kee OB wake in 4/4 
Wel eas —29-6 287 ee eee —16-1 30/7 —1:05 
56! 5/7. , 29-85 Gor se —13:8 a ee Eon —06 
57 BY |, —30-05 SO) mean —125 6/107... . 405 
58/10” .. —30-35 S12 eee —12-0 SIE 5 PADRES 
RAPE ate, —30°55 SOT aes Ste RT, a AUT 
Sh0/ eee — 30-75 33/7 0ene —11:35 9/-5// .... 41-03 
el degen —30-80 BA; Kies —11-65 10705 ee ees 
OL Pee — 30°85 S57 thee! —11-15 IO 5... A-23 
See —30-95 36. oes —11-4 10/4 eee 41:34 
6 Noy Alrit pie in 41/64 Dll eae —11:5 deacon cent? +144 
30/7 ., —23-02 S87 te —113 147 ee 41:55 
40/7 .. —22-91 39/ eed 15/-10” .. 41-65 
50/7... —23-02 ANT 3.548 —11:35 16 ae +1-70 
4/10/7 .. 22-92 COVEN noe SEY 7; re 41-76 
30/7 .. —22-72 LO ee —115 116s: Die eee +1:86 
B/ B/ .. — 22-52 VEEL ayy = (5S 10a +1:86 
(SEP oe — 22-62 TM ok ee = (tey 0 +1:86 
Hiding ness —22-82 nee ccna! Oe: +1-86 
5S aa eI er eb lb 20/7... .—6.8 29/20/7 .... 41°75 
G/L ern —23:31 BE os SS 23/207 2. 41-75 
NOP oo eco —23-51 407... .—65 BYE ee 
114 eee —23-71 45/ 5/7... — 5-05 95/1 ae 41-95 
LO" Cesien —23-91 46/-5// ....—3-66 
1S wer —24-16 47/107 .... —2:68 
1a ene 245 48/-5/) 2:27 TABELLE II, 1 
SMI oo aec — 24-65 4Ol Metre —1-88 (Za Kurve Tafel II, 1) 
1GlROMES — 24-85 507 ee 
19/5 —25-1 51 re —1:44 Versuch Nr. 96. 
Ieee — 25-25 507 Geer —1:33 13. Nov. 1915. 
19/-10/” ..— 25-4 53a ae =-33 NaJ 
20/-5/7 |. —25:6 547 ee ee —1:33 Stammlisung 0.12m 
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In destill. Wasser CW RE he —14:85 PS oe saint +-29°35 
PAV AON oo goers —4()-13 A SMe rote tt —14:7 PAR AND 5 pect | 
LL Sees —39-75 CS Ade eae —146 QV/15/7 .. +.28:96 
DU Ake —39'5b NYA Re Sra —14:55 28/10 ..+28°76 
NSE 3 06.0 ¢ in 1/256 BSUA Gulia. —14:55 PAs ree +28-56 
35/7... —37-25 BOP Sore —14-6 Bae ane +28-42 
50/” —35°65 Sean —14°65 BN Bee, +28-12 
14/10/7 .. — 34-25 sp tdoeeae Be —14-75 SO! 5M 45 4-27-07 
LD rae ere —3L6 OEY oo nen ¢ —14-85 33 /aeree + 27-82 
16/ 5/7... — 29-95 DCG ar ae —14-9 Bs owe +27-67 
17/10 —29-11 ae hin ge —14:95 35/15// +27°38 
LS ea aes —28°71 LAS woe oh me —15:05 36/15// + 27-28 
19/-5// — 28-52 BOs Nee —151 37/40// + 27-03 
20/-5/7 .. —28-52 BO? sncace a5: SOs 
Pa Lee re — 28°66 46/’ ....in 4/46 39/-5/7 .. +.26-78 
PPA te oe — 28-86 DE GMC UIEN 5 eee + 26:53 
BBY es ew’ — 29-06 V-5/ «22. 43-45 ze Sa +26-49 
DAU eit SOF — 29-06 ae ae east +631 42/15// + 26-29 
Dole ear. —29°16 Se eee. +752 43/20/7 + 25-94 
DCR E wee. — 29°26 4) B+ 84d AALS ee 
Da Pas ey pets —29-41 5/157 .... +883 GY Cas aed 3 +25-79 
Pe ay axe —29°81 oy ee 49-12 6 oR ee + 25-44 
29/107 .. —29-9 7/5 .... 49-22 es 2B ye +2549 
30/107... —29-85 Ginn, 49-22 48/107 ., 4.254 
317 tees —30-15 Cire st 49-22 49/107 ., 4.253 
32/-5// — 30°25 10/ 5/7 . 49-07 1 Oeste +.25-2 
CB ontiene —30°35 Lian Re +9:02 ap eek, +25°15 
DAL ee 6% —30°45 we. 49-07 BOt Ravers 425-1 
Bh 22=.,. —30°55 a abl tae 49-02 ae 425-0 
Gey sskone —30°55 TWh 49-02 415s. in 1/2 
STG roe: —30-65 157 OM. 49-02 30” .. 428-76 
38/10/ —30°8 Dae in 41/4 50/7 + 28-42 
Pa A teas re —30:95 35// 423-41 54/15// +-28:07 
AQ Aa ahve. —31-05 G/L 4-26:39 DOU tare 427-37 
S0aeeee in 1/64 7 ee 428-52 5G) aan +2688 
40/7.. —21-72 197 ee ee BY/5/ .. 426-52 
41/-5/7.. —20-54 so) Ame saat tae 429-35 58/-5// +26:19 
BOP hice ls —17-9 D0/ae 429-9 BO! Bava +2589 
ABUT ake —16°75 Py aces en +30-05 Gl anes +255 
44/ 5/7. —15-9 LO oi, +30-05 DY os sere 425-2 
45/15/7 —15°3 HS ee os bee +29°95 QW 5s + 24:95 
BOOT he Fe —151 CAE as. + 29:75 olde Sin Rime +248 
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af Bir 4-286 Ope eee 4-21-24 cS aan en? —4-43 


Seon se 424-4 AS? ee, 4 21:38 52 i eee 8 —3-4 
6-5/7. +. 24-16 Bye eaciets Sane —2-73 
pigenan s 424-06 TABELLE U, 2 55/ 5/7... . — 2-06 
gues +2391 (Zu Kurve Tafel IL, 2) 5O 57... 15 
Gg/ i 
es eae Versuch Nr. 107. os ae 
LW 5/2. 493-41 16. Dez, 1915. 59/-5/7 .... 0-2 
12 5... 493-12 NaCl ADE (Ane ee —0-0 
EA Bese +2302 Stammlésung 0.12m tf teak +0: 
14/15” .. 422-92 In destill. Wasser PY ashoube +05 
15/10 .. +2282 Bb Q5/15// .. —27-77 OF! Bxtiee +0: 
Geeta: +22:77 DCL ene —27-77 ge) Bn dG +100 
TiiLie eee in 4/4 PY Lbl on Bat Sere! oe +13 
Be 5 HEPES O07 We bee —27:77 i/o Fase vac +1°55 
50” .. 425-79 NAG sane in 4/256 TAPE crane 41:75 
1W/10” = ..+26.0 Ie. ORGS 8 5/7 |... +2:06 
30/7... +252 Oy Ue es —25:89 NS Yo dacde EOL | 
1S! hee s +23-98 31) —24-11 107 ee +2:47 
19’ ...... +2153 S17 sae — 22:82 11/107” .... 42: 
20’ ...... +20-64 SO be — 22-04 12 gees 42:88 
av ...... +20:05 S/he: —21:59 13/ 43-04 
DOU Be tne +19°65 S47 Bae Bao pee. wae 33 
40 237.2... +19:35 S5/ ae a —20:79 15/25// me 
ees On: 
24/7... +19-25 S6"rae ae —20-44 16/ +3:66 
AD beets +19-15 37 eee —20:09 ‘7a +3: 
26/ 5/7. 419-1 38/15/7 .. —19-75 18/10/ Bees a7 
Bit ee. +1915 39/10 .,—19-55 197 ee 215 
DBE Sock bees +19°25 40/10/77 .. —19-45 207 ae +428 
20 (ae eae oe 19°35 41/207 .. —19-35 QV ap ae. nye 
30 ees. +19-55 42/20/7 |. —19-15 29/ ee 
OL e +19-7 43/20/7 |. —19-05 23/ Be men 44-74 
32/157 .. 419-75 44/107 .. 19-95 Q4/ ee 4:95 
B37) es +20-05 45/-5/7 ., —18-85 Senta 45-05 
BL, Roe 4-20-25 AG/ ca Os 188 267 ...... 4549 
35/2 Bees 47’ 57 |. —18°65 QT/10” .... 45:34 
SOE ee AS) ing tien —186 O8/15// fe 
BEES SS 
31 eee + 20-74 AOl senda tap —185 29/ 5-58 
56; ee 4+20-84 50” cea. —18-45 ci ae 
a piekun 4-20-94 SO in 1/64 20” ro 
Ad ne 21: (ky wae eee 
Se ase ae ei i 8 i player 
eee —6-4 31) Pe ne 
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Sal cannes WAS Asc take +36°75 Boletee coe +26:77 
BP. ciPloné SES a rea storee +36:85 BB aie ora +27-08 
BL roi cris + 27:37 DOW ae are in 41/4 BYE Gao +27:33 
BAe Pac nee 30/46 Doan. tee ts +27:58 
SOE mee +2837 cL Gare +45-75 OG Sa ee +27-87 
BY(A ew esige ATT: Reet +421 Oi iege, eats +2817 
Bie eee 4+29°35 18/3. 7 |. 442-1 OS] eevee +2852 
10, 442-5 504 ie teais +28-76 
PAVAEA eke +42°8 GUELO/ FP aeae +29 06 
LE cts +43°04 Aa ra + 29:26 
Dor aN bees 443-48 OP iiasy 4.2965 
PS ie oe $43.77 3/35 .. +3015 
Ad) een +44.16 CMe a chin 
PAN Cl eae +44-34 hee +30°4 
Tes oh ctotc +44-65 Ce ORS -+30°65 
LM Ser eae. +44-84 cd ae ns +.80-85 
ASS Preis +32 55 PASS sisi +4495 8 Se ats 
AQl err vay. +32:75 DO Awana +45:05 Olateeeets: +31:45 
UA cuehe ere +32:95 30)! ae ae +4505 LAr lates 
BAL eee eee +33:25 OL er. +45-05 AEA Ak Ae +31:76 
Baha et 433-45 Boe wee 445-14 en: 
i Vig ee Ae +33°65 Dl) ree ee in 4/4 HIG ea S 4-32-15 
5: He i es + 33°95 55// +3635 LAYS rts 
Dares +34:05 33¢ 5/7 +30-55 a ESAT & tren +32:55 
helen. 4342 Sia. 4-28-07 16 
BTAN Co 434-35 35/-5// ., 428-56 iN fame ace 432-75 
NSA os eicastad +346 SOs + 28°36 TRE, epics Ge 
BOL anetrrrcts + 34°85 BY phe G8 cottons +27-47 19/30/” 432-90 
GY yeoy a ae - 34:95 SO eee eye + 26:58 PAA ret thereat 
VE es ot 4+-35'15 SO% IRE AS + 26:09 DIP nb eowe 433-1 
AME te isc +35°25 AO eo teas +25°6 DEN vets +33°15 
Be se eaee +-35:35 WD as +255 DS Gaee Paneer + 33°25 
BAT nett testes }5) (OLE tas at + 25-4 See ssseesis 
5/20 + 30°65 LOCA +25-4 TABELLE iti 2 
GE eres +3575 CM et eter +25°45 (Zu Kurve Tafel II, 3) 
US Aes +35°85 45 eae “25:5 
8/10// +36:00 AGI ee +256 Versuch Nr, 126. 
Gree 436-15 BUAT/ eae 425°8 8, Febr. 1916. 
LO? hee 436-25 CES Ate 4259 Na,P0, 
sla Patek reece +36:45 5S +261 Stammlésung 0.4m 
1 Le tad eae +36°65 NO roksan +26:3 In destill. Wasser 
WOR fete +36°7 BUS ok: 4.2654 PASE Rb eicne —11:28 


308 K. Hashida: 
B17 ene —11-08 7 BY |. + 27-16 46/157, ao 109 
Bor A wee: =11:53 Bee +-27:36 Aq -- = 103 
BIE tae —12-76 Q/IU/. ., + 27-56 49/ ee —10-25 
30) eee = 19:27 10 427-71 AO) seen = 10-1 
35/-5// . — 12-46 11/10” .. 427-86 50/-5/ —9.9 
OO. ne ane in 4/256 1° 4.27-86 Bis 2 eee —9-85 
Bae EOS 3) 13/25// .. + 27-86 OV ie tee —98 
45/7... +412 4) ee VALE Sa ae in 1/4 
36/ B// .... 44-95 15/ ae 427-91 30// =323 
ST eee 46:25 WY ona scm AWG 40/7 —2-78 
Se eee 47:4 35/7... 43-23 5S ge eee ee —2-65 
39/ 5/7... 48:3 45/7 |. 143-23 LGN pl —2-45 
KOPF oe one 49-1 LO’ eae +40-05 Sh meee —2-45 
41/107 .... 49-85 17/207 ..+28-9 RA ele ee —2:55 
AQ/10/7 .. +1045 1S) 4-26-42 YAR oe —2-65 
AS) awareness +11-08 19/ See, + 20°35 BBs e Naess —2:74 
44/-T// |. 411-28 20S eae 415-22 BO, Baer — 2-84 
CIEE rigor +11-38 O17 eae +96 40") 0 eer —2:94 
AC +11-63 0/ maxeenee 45:5 RUE tees ay —2-99 
MUA Rosa oe +11-73 Q3/ 7/7 4146 OAM. BOY 
4G) Oren +1202 OLE 3 ene —1:2 3/107 ....—3-12 
AON eta, +1207 25 a eae —2-94 20/2 in 4/4 
50/ 5/7 | 412-14 26 ae —5-05 45/7 ....—0-2 
Silaee ees +12-23 OTe eae = 1-0 LUNE 5 oO 
52/107 |. 412.37 28/-5// 38 SE 8 40:7 
53/157 _. 12:37 DOP ites —9-75 CL SES +10 
54/25/7 |. 412-46 See 07 [mentee +12 
55O een +12-46 BY es ove —11-28 8/-5// +12 
KR? oc acas +12-66 SPY I, alley Es Saree +12 
D5 arene in 1/64 33/ 5/7 —12:07 Ew aie +1-2 
40’ .. +30-25 4 ae, — 12:32 GUNS ei cpe seul 
507 .. 429-1 SA SN cass —12-27 LOY eweege +1-05 
BW TL. 27-76 SC) —12:27 Se aera +1:0 
BS eae +26-81 3 10-17 Udo rt cocks +0:9 
59 5/7 |, 427-91 38/15” .. —12-07 15/207 eA 
3 0/57 |. 423-4 300 ae —11-92 MOAI «56 HOE 
Oak Bee +28,35 40/10/7 .. —11-68 17/ 57... 0:4 
Darden +27-66 AT aR —11-48 Ld pence +0°3 
3) ee + 27-41 BOY oon = 112s 
Ass Ne +27-16 PEA Ao: —11-08 
PARE Ae 4-27-11 4A OS We —10-81 
Eee neh OY OM ADE ane —10-75 


Elektromotor. Verhalten der Froschhaut, 309 
Of, Sx eee —174 Wee +247 
LO! ae —17°4 ABI. ae ee +24-7 
. 11 ee, apt AOE eS, +249 
2 12) ee ae! 50/207 .. 4 25-2 
QOL ec —0-75 85” in 4/64 Be enol 
30/7 fio) BNE A oat Oh + 25-4 
TABRELM TL, 14) 0% 7 sre Secale 
(Za Kurve Tafel IT, 1 A es Redon ae 425-89 
Versuch Nr. 87. 16/8 ee... —16 56/307... +.26-09 
24. Oktob, 1915 177 Beate. _1-18 Bran Act 
Na.S0O., 18/20// ....—0-61 boa. 426:29 
Stammlosung 0.12m 197, ta 0-26 50/ae ee. 4-26-44 
Im destill. Wasser ise ee _0-0 ALI) +2654 
Qh es SRELIeTs Tanne Sse ee +01 V10/ ..+4+2658 
Pe i ie as 92/15// 0:36 DE aes + 26:68 
ee a Le 90) Sere 40-52 3! os... AA; ase 
pn Ge 2.4/30// +0°72 Ee toe et ae 
ra pai O58 ian, hon ge +2688 
ee PA D6): Whee +0:93 15/7 ...... in 1/4 
ne Lae BIO EF sion +1:03 25/7 .. 4+41:03 
eee ae 98/207 .... +1-24 6/ 5/7. +41:22 
ise OTD in 4/256 Q9/15/7 .... +1:34 UES re: +4181 
ae ee eee 30/10... . +145 SiMe see + 42-45 
a 31/207 .... 41:55 9-5/7 .. +428 
45/7 .. — 20°74 32/30” .... +165 10/-5// ... + 43:28 
BS! simi — 20:54 SBI tee 4b41/ 5/7 .. 443-48 
54/10/7 .. —19-25 Sie A. 41-15 12’ BY ., 443-67 
BY Sst eee 18-7 Shy We Ley 41-15 13a oe +4387 
56/107 ..—18-35 S60, Beas. P15 14/10” .. 443-97 
57! 5// —18-15 GIN cote in 4/16 15/257 .. +4402 
58/ 5// —18-00 45// +186 1H 
59/-5/ |. —17-9 nap rere, 119-95 170 tee 4-44-07 
3b 07 bv ..—18:9 38/-5// 121-29 180-2225: +4412 
VA sis. 808 30! ae 422-18 19/407 .. +44-07 
PUTS Norte —177 AQGe see 422-63 OO meine 
ole eae os —17-55 41 5// 423-13 PAS ar 99 te +4412 
foal = Lib EO on eave +-23'51 221 Se ee +4412 
BL eae —17°5 SB ma 423-6 BB) os bas +4407 
Ci Tet —17-45 44/30/72. + 24-1 24... .. +4407 
cen Ss —17-4 AG See, 250.2. 74407 
Sees i —17-4 AG! Fike. +244 AOU sae in 1/4 


510 Kunihiko Hashida : 
Ql ++ 448-4 AT, kee Ss —30-2 Ba’ b/ ,, — 25-35 
35/7... +4622 19) «ae. —28-96 55/-5//.. —26-09 
267) 5 eee 445-24 19% cree — 28-26 56/10” ..—25-4 
OT ee 443-33 QD’ -£e —27:97 57/5 ., —24-9 
28/-5/7 .. +42-0 ot Mee —27-97 58/20 ..—24-5 
QO7U Es Maer +4103 30/7 .. —28-07 BOVIB// ., —Ob4 
30/5” .. + 40.34 207. Upake —28-17 35 ..—24-4 
SU aida + 39-85 25) er, —28-56 4b Q/15/7 ..—24-8 
Soe a +39°65 D4) Re: —29-16 GS sat —25'8 
BS Ae Ae: +39:35 25/52, —29°75 Q/15/7 ,. —28-07 
Ba Se +391 26) 5 Ae —30-15 3/10” ..—2818 
S57 +38-95 Pyare wee —30-4 15) 5 —BTTT 
367 tear So" phe — 30-75 af ile ooh —26.74 
StL eee LOI" acc —31-25 5/57. — 94-9 
S6/ ae et 487-55 30/207 .. —31-9 CT Aen --23:81 
SO) aes +37:55 31 eile 7 5 ., —23-46 
LOK feed: 437-35 32/50/7 .. —32-65 8/ B/ |, — 23-41 
Ai) Bree 437°3 Sor Bee. S07, 2351 
AST eas. +37°55 Baines —92:95 g/ 5/7 |. 23-61 
ABN i vies +8755 35) — 32:85 LO Seren —23-96 
AM! Be, 4875 36/20 .. —33-15 1i/ 37, os 
45) cane, 487-45 ST aes —33-4 12/57 |. = 26k 
AGh ce AR: +87-55 SOY kes —33-6 20755 ana 
ENO 3 ooh +37°55 Be ook —34:3 VEY 25 J 4 SORE 
: 40/207 .. —34-55 1 eae —24-11 
TABELLE -TH, 2 AV Ais —34:55 157) eee —23-91 
(Za Kurve Tafel II, 2) aie — 34:55 16/5 .. —23:81 
43/ 5/1 |. —34-85 Lie meet 
Versuch Nr. 85. 44/ 5/7 |, — 34-95 sO aise — 24.55 
20. Oktob. 1915. Aby eos —34:95 TOO IE.. — 24-55 
Lidl AG Seah. —35:15 Sie eh A. —24:55 
In destill. Wasser 4T/—5// — 35:35 AQ Ane. in 0°'008m. 
39 10/-5/” .. — 31°55 ee. —35:35 20% ED 
11/-5/7 .. —31:45 49r.. SSB: —35,35 30%. — 728 
D2! on. ce —31-45 Bi Memes — 35°35 45/7... 8-95 
19? oc. es — 31-45 51 — 35-45 21/257 eee O00 
1d! Means —31-45 52) has —35-75 90/507 “* J=-18-05 
15’ ...... ~-315 ab /5 3 ewe —35-75 23/ 5/7... — 2:28 
BS sys 3 in 0,0005m AN oa sne a0 002 a1) | 2 eee +257 
35 te 31:7 25/7. ~26-29 QB es 4-38 
50a 40 ..—25-15 A038 
16-10/7ie 318 65/7 ©) — 25:15 O67 tse +33 


- Elektromotor. Verhalten der Froschhaut. 31. 


4b Q7/-5/7. 48-4 é 44/107 ., + 26-68 
BY ems oee 4+3-4 : dle Nee. 425-79 
7 a es 43-4 AG eter. +255 
SN aoe: +38 PSone: 4-243 15” .. 42569 
Ste 43:3 8/-5// .. +.29-01 SiS eee. +2693 
SO) en: +32 ARR ee > +30-0 AB! Rid + 28-96 
SS Bee eh eae 42:72 10/10 .. +303 AST G5 4-30-05 
a Ua i aa +242 30” ..+430:3 SOM Py tia +302 
SSA Re 4+2:16 SU Lae eee +80-2 30” ..430-1 
SO/e ene +1:9 A nae ts Fs +29°85 ih ier accent in 0.42m 
SUAS at 85 TSH ore ers +2911 357” .. +428 
SO La ee 413 1a Se Be +27-86 50” .. 444-75 
ai ein +02 16) es 426-58 BQ BY ., 4.44.75 
RAN es * 175 167. +.26-08 BBA + 40-24 
4 8 = = 3°98 Yaar, Se 4+27-38 Ba fa ee +87-75 
42/-5/7 ...,—4.23 167 ee 428-96 5b 55/10” .. +46.23 

D5 ena 80 197% BP 4-29-65 GE Be cae +49-65 
i alee —18 207m hee + 29-65 BT/107 .. +5025 
1 Oe abe +216 30/7... 429-55 B87 ae. + 49°56 
CY or aon +3:56 Q1/-5/) 4. 27-87 59/5. +.49-22 
46/10// .... 43-71 Bort Pa +256 6 0/... 2. +48-09 

30am o 6G O85. See + 22:93 V/10” .. +45°88 
47/150, ©. 351 DMs: 4+21:34 BF we emia + 44:12 
48/157 .... 42-66 jae? sar hes 4+24-45 BY ns ese +42:8 
A9/-B// .... +165 QO isms 4+29-01 40/7 ., +43-00 
50/107 ....—0-9 Bi eee. +30°85 6 ea ip 43°68 
51/25// .... —1°65 Geieeee +30-95 Of eee + 45°88 

157 ....—146 DO Men ae., +80:7 fo... +46-71 
Bes hadi? —0-55 SOC porter +306 Wile Seine + 46-62 
as eae +181 SI arise: +30-25 , 8 ...... +4583 
BAO"... 43-15 32/ B/ |. 429-4 Se + 44:36 
55/5... 8:25 33ers: +28-61 10’ .... . +426 

S677. 2-325 SURI: +27-96 ST aa ese +4112 
BGP. tee +325 ob Ae ee 427-43 12/-5/7 .. +4103 
GA hee hs +294 ie 4-27.57 1077 2) 47,92 
5B Saas +2-06 Si ee + 28-66 1S ee 442-4 
5O/ era +11 SS ees + 29-86 14 Ses +43-38 

570) "eater —0-15 SO a ntete 4-29-85 a6 See +43-83 
BS Sd —1-75 LOR er: 429-65 Q5// .. 4+43-78 
Pie anew —2:27 ee EZ Sa + 29-26 TOG Senet a +43-58 
$/-5// ....—1:86 as Ga + 28:56 Lots +43-88 

COORG vee in 0.082 m| 43/-5/ .. +27-67 180 See $423 


312 K. Hashida : 
190 haste 4.41.79 S3/c woe — 41:22 30/ ..—15-4 
NOP cane 441-22 An ee ae —41.32 40/7 —13°4 
Q1/-10// .. +.41-22 Shae ee — 41°32 TA ee — 1de6o 
907/*. ee 441-47 36/ 5// —41-42 12 Goa. —9-45 
i 4.424 37/10 .. —41-56 157 [eee = 3120 
QA/10/7.. 4.4245 38/10// Aen 14s, eee —7:33 
25/5 ea +424 39/10 ..—41-76 154) peer —6°46 
OGRE A, + 42-0 40 Coane —4A1-31 16/30// —5:78 
QIN10/7 .. +.42:0 CUO none oe —41-91 1! = Aree 
28/15 1.4421 42/ - —41:86 18’ 5// —5-15 
29/30 .. 442-2 43/0 Pee —41-81 0 —4-80 
B02 han OVP. ec —41-81 20/20// —4:38 
37/30/7 .. 442-2 15/28 Roan —41-71 S17) eeree — 4-23 
DOs ies 2 in 4/64 OO) Spit a —3-92 
TABELLE II], 3 30/7 .. —36-55 DST ABI st Mi — Gk 
(Zu Kurve Tafel II, 3) SOLE ya. = 38°05 24/15// ....—3:3 
- AG seat —34-65 O55 ee Sol 
ig tees Ae AGI? cae —33-15 26/20/7 .... —2:89 
19, Noy. 1915. A eae 32:3 QT/15/! .... —2-63 
NaSCN Lye O91. heer — EY 
Stammlosung 0.12m BO es 29/15/7 —2-16 
30 14/45/7 |. — 45-73 51/20 ..—30-65 30) age 
15 ee aee —46-0 52/ 5/7. . — 30-05 S125 = 186 
AG tee —46.0 55a eee —29:85 BOVEY... iid 
Wie erty: —46-0 5A —29-56 SS) seers —1-55 
20’ ....in 4/256 ee —39-36 Fy ene = —1:33 
35/7 ..—48-19 5G) ee —29-11 30 eae —1:22 
1 6/e yene —49-65 Vine ee —29-06 36/7 ae tot 
TO Ie race —44-80 58/ 5/7 — 28:86 37/25// —0°85 
PAUiaees clone — 42:25 59/15// —28:-66 38a ER sch 
21107 ..—40:83 AW (OP ee a - —28 61 SO gare —0:7 
22/10/7 — 40-29 4/20/7 — 28:47 CNA ean —06 
O35 eer ae DAG tins. 20’ in 4/4 
OA a ee, —40-14 3/10/7 ., — 28-27 30 Ie 
OD sees: —39-95 ey —28-17 AED pe +1475 
26) eee —40-05 Si rapes —28-07 42) eee a05) 
PVRs ars 6 — 40:34 Of eee — 28:07 ALTE 30s ee +18-70 
23/107 .. — 40-54 ERE. PYF) 4 +19-65 
29/207 ..—40-68 8/20/7 .. — 27-87 Ab) ae. +20:54 
RINE ono Oh ah ee —27-87 AGT eae +20:99 
SL eee —40-88 107 ese — 27:87 47/20// +21-63 
30/0 ee —41-12 AB Goe ee in 1/46 ASAT. & scker 


Elektromotor. Verhalten der Froschhaut. a 


Lor Ree i Oe... —8-46 
BOWNEY 28 4-22-13 TABELLE IV, 1 a7 Set —861 
51/307 ., +22.32 (Zu Kurve Tafel VIL 1) Sstaeet be ~95 
Bor amma 9/-5/’ .. —10-05 
Sia oe 4-22-42 Versyen Nai aee: 10’ 5/7 |. 10-85 
bar tate 4.22.52 pela JuU eer a Pee ~11-12 
BB/25/7 . . 4.29-59 Chloride... .Jodide 12/45/1122 
BGT REAS. 4-22-52 0.01m 13/307 ..—113 
yiae ee 422-62 In KCl Lae es, 
58/307 .. +22-67 3b 37/307 ..—119 tor Va —11°35 
BOL S bates. 38! ....,. ABTS in NaCl 
Ogee e. 22-72 39’ ...... Ad? 307 .. 410-9 
a 422-77 AD Tie ene to 1GAgene 414-95 
ABeae oc ae in 4/1 20” ....in NaCl 17/5"). 4.1817 
QF, 29-26 35/7, >, . 8:43 18/ 5/7 .. 420-65 
40/7 .. +28:27 PMY! elle: 19/40 .. 422-75 
ene, Bites +2728 42/ B/, ..4+14:35 D0 eee 
ee +25:89 43/-5/” .. +1614 Di Ege ects 423-85 
4/30// ., +2668 ae es nos -+-18-02 0 424-55 
FW +.96-78 45/-5/ .. 419-41 O3/5 soe 424-9 
(Ste oes ate +2688 46/40 ..+4216 DY oo oaae 425-25 
iB ere +26:93 OME so a.d a Oars, See +256 
Grass 7. +26-88 48). eve. 2610/7. . + 25-94 
Dae sen +26-78 49/—5/7 .. + 22-90 Q7/10 .. +2619 
1072 + 26:63 DOM oars +-23°8 O97) ee: 426-44 
11/307 ..+56:39 Bar + 24:55 29/-5/7 .. +2658 
iS are eras = 52/107 = .. 4253 30/10 .. +2663 
GY ae oe +26-14. 538/10” .. +25.8 3i/c ea 426-68 
14/10” ..+26-0 54/25/7 ..+26:-44 Be wile 
15/ 5/7 .. 425-8 DO aes 38/15’ .. +2683 
16/30/7 .. 425-5 56/10” ..+26:83 SiGe ee +2683 
17 TY (Pees Oe de + 26:98 S52 ere + 26°83 
18’ 5/ .. 4253 BS at: 427-23 30” ....in KI 
19/10” .. 425-0 5915/7... + 27°23 45/7... +48 
Q0e eee 424-9 Ae OF hte | 427-23 96/157 .... —2:52 
21/40 .. 424-6 TESS ator § 27-23 87’ 5 ....—TA2 
PAG re eee IND. 5h. in KCl SBh Peart —10:3 
ae vo 242 DES eee TAG QO ls sae —11-0 
Ne ee 35// .... —1:33 40/20 .. Seiden 
Ste i peas Sibi oe has air? pase — 109 
rte Dawe A! cree. ~6-46 49/ eat ~11-25 


PASE bre ben's +23°8 Saat batee 3. —783 43/ 5/7 |. —11°5 


314 K. Hashida : 


44/ ....ae —10°85 22/107 ., —12:35 6h Of ...... +2495 


45/10/7 ..—10.95 D Blac Wits. ditec —12:3 ONE 2 eigitel) eli 
46) ee =110 Qa/1B/” .. —12-4 40/7 ....+8-02 
SO Aare hs in NaJ D5 lar renee —12-4 LAT ee — 29 
45/7 |. 4128 20” ....in NaJ Q/15/7 .... —4:16 
AT/15/” .. +1738 307” ..412-4 3/107 ....—45 
AS eae ee -- 18.91 D6) Sa ene. +1653 4’ 5/7 |... —4:85 
49/-5/ ..+19-9 PE ie csc +1891 5/4 eee —5:99 
BO ak + 20-85 28/-5” ..+19-85 CF ate —6:83 
51/107 .. 421-7 29) aes + 20°75 7/10’ ....—8°32 
52/30” ..422:3 300 ee + 21:45 8/307 ....—9-75 
Re eae 31) Sher +2200 QWoPT sek: 
B4/ 5// .. +23-00 82) 5// . 22-45 10.15” ..—10-4 
55/ 5/6. +232 Solan +22°85 117 5) —10;3 
56/10’ ..+23-55 Be ow Steal 1D Tee ee: Ssi bial 
57/207 .. 423-65 35/20 .. +23-6 
5S ees 36/407 .. +23-9 
59 eos Ree + 24-00 STU He 
OSS 424-1 38/-5/7 .. 4+.24-00 
10 ee 39/ 6/ ., 424-05 
nee 40/10” .. 424-15 
8/10" .. 424-15 AS tie oe +242 
A, esate + 24:15 LA ee trae + 24-2 
YE ia, Ar +2415 20’ = in Nac! 
AWS ocac in KJ 30/ .. +24-65 
35/7 .... +8-46 AS ene +26:83 
6/30” ....—2:33 44/15/1 |. 426-04 
VIO" ....—4-4 45/4 oe +25°45 
Slog eee —6-24 5b 46/15... 425-1 
2 pete ns —7-03 47 1... 495-05 
LOM exe ertes —777 AO) Pre ae 
11/257 2). — 871 49/107". + 24-75 
Ae es ROE 50/-5/” .. +. 24-65 
13/35’ ..—10-05 BLA eens +24-55 
EM i tee ‘ 52) ooo. £2455 
LOS eee —10°6 53/107 ..424-6 
HIS thine —10-7 54/30 |. +2465 CT Aer Bn A —11:55 
17/-5” ..—10-65 S5/ aus. ee ee eee 
18/7 102 5) ae eee Sn + 24-75 
19/25” ..—11-7 BY Cae rn +249 Se auae 
D0/: ais Ber awe 424-95 (Za Kurve Tafel VII, 2) 


21/-57 ..—12:2 BOL eee ae + 24:95 Versuch Nr. 110. 


Elektromotor. Verhalten der Froschhaut. op 
15. Jan. 1916. HUA atest +14:33 CNB 1s lane +49:8 
0:0lm-RDbC1. -.. Babi e.., t11-2 46/a phe; +50-05 
0:01m-NaCl Ce coer +94 CHE etc 
In RbCL 1g ee. +8:0 AS! etd. 
3032/30/ .... +455 8/-5/7 ....+6:9 49/107 .. +506 
Sa eeeeyae +43 LEASE rg Ely!) BOGE ate +50-7 
Sy gs nee ae 444 LO andi 45-25 filer toa +.50-8 
BO. meer ere 4-25 Bh Lae Teen +4:6 OA eee +50-9 
15S ae in NaCl 12 ae eee, +4-82 D3! eR Ser +50:9 
30// +43-17 LS Pores + 4-22 BIL a eadls +51:0 
507” ..+41-4 LA Shiv g +3:82 55/30// 451-15 
OO! Mere yaets +4125 15/2 los +3-2 BGs eer Soe 
BYE nob sar +41-9 1 G/ae eer ees +3-0 BU eee 451-25 
38/—E// +42-75 17/10” . 4+2°75 BGs ae ce 4513 
Bh asada +4354 18/-5/ ....+2°65 BO <8 x 45135 
WA cntareee 4+44:3 TOY seeooc seer BY OY soncan +51-45 
4/107 .. 4448 VE ano nane eat \r «> ules ames, eee in RbCl 
LOMA Bn ae +453 ONE sae +186 307 ..+429:7 
Cl eee +45-65 DP PNE ee orn +1°5 45/7 425-5 
po aoe +459 LOS Re es +14 1 Taek Soe, +228 
45/10// +46-1 DANE Sere att +1:3 DD ae 4+-17-3 
46/10/7 +46:3 AYE toch Ole +11 flat oe setre +13-6 
4T/-5/7 |. 446-5 2OUF 2 ceonie® +08 Asap es +10-65 
AG cern a Pe +46:7 DUG Were Sn +03 BOM Bae en +8-6 
49/-5// +468 29/20/7 —0:0 Cat seer +72 
SOS ereesre +4683 SOE owen TAS. +64 
Bil arretietec +47-0 GHA Scrcanee OS) 5-5 
BYAh oO sab ee +471 32/35// —0-45 9/-5// +443 
a wea +474 Boe esc 10/-5/7/.,.. +33 
54/-5/ |. +472 Od Be vce —0:5 Vay terges +2:55 
Bie Aatoge +47-2 AOA SOs & in NaCl Loe a, +23 
56/-5/ |. +473 40” ..+441-4 13/5” ....+16 
fe mente 447-4 Shh a. +416 Hee closes +1:05 
507 see. 447-4 BONE sions. +43-0 L/w... +055 
5 / ae ee 447-45 ST eer. 4+.44-72 aCe cera +01 
ANU) ene eat Sear. +461 pig Peete —01 
45// in RbCl i ene Sa +47-0 LB get Sear —0-4 
307 0-35-72 Uae iy oe +47-75 IW. 046 
40/7 431-55 41/10// 448-15 20 ects —13 
Tae ant +28-7 POA ee +4895 21/-5/ ....—1°55 
Dov vergstae +2225 ASIT A Noire \e +492 PVG bina ieche —19 
Stee eee +17:95 DA. Ro ee +49-5 O35... — BOD 
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D4 eee — 2:85 VANE GS ee in KNO ACE ic Ae —6:34 
25 Danene —31 BL tee ae —5-46 UGA abstr 
26/-5/ . = 58), SOL? Stee = — 8-46 16/107 .... —6-09 
ON ae oc NE —3°D BA 5 ere —8-51 17/30” ..... —5°99 
OS) Metre se —3'6L 40/10” .... —8°51 138/) ee 
OES oe ne —3°13 41/15” .... —8°51 39% eee ee —5:99 
3 (aie te —3-82 42/45// .... —8-61 20° Sees —5:99 
SUP SS a ee —3-92 aa Ace ot See 
SOl Meee ae —4:00 UIA &. & oes —8-66 22/10// (.... —3°99 
Bey saa uwe —4-12 45/20/7 ....—8-71 ata Ae Aen in KJ 
A OW Aone aa ae in KSCN O38) a ey —6:09 
TABELLIA We a 46/-5// .... —8:86 DEO sete cs —619 
(Zu Kurve Tafel VIII, 1) 47/35// .... -8-86 25/33// —6-43 
Versuch Nr. 257. AS) ee 26) ween 
10. Aug. 1917. AD! eR eet —8:86 27/2977 —6:39 
Kaliumsalze 0-01m 50/35// —8-96 Oya SS Oe 
In K( UA 8 Acre 29/10// .... —6-48 
3015, eee —8-22 52/30// —8-41 30/25// ....—653 
GD We one Bs sa ge —8 41 SL Die eae 
DUKE ae ee —817 Ue Ea —8:41 32s aes —653 
1S es: —8:07 Se AS Stace —8-46 33!” Reisen —6:58 
VANS & tse 8 in KJ UNS 24 Wy oan in ,SO Ne CS oes in KBr 
SOV ae Oe 56/-5’ ....—8-71 34/15/7, ., . —6:68 
19/10/ ....—7:38 57/30... —o'96 35/40 ....—6 83 
20/307 .... —7:38 58g Pee oe 360 Beers 
HEE Aa ee 59/10// —9-16 SU Saas 
Q2/-5// .. ..— 71:38 4s ee —9 26 38¢> Ras. —6:83 
COVERT —7:42 ALP Agee —9-31 39/30// —6:93 
PH laa a —7-42 40 / aes 
PARA tied ot, —742 41/20/ . —6-93 
AGU oe in KBr AE, ee. 
2665 TO, Awe tel) 40/7 ....—6-93 
OTD se —7-82 BSC hela in KNO, 
23/ as —7:82 : SN oa yl 
29/10/’ ....—7-87 8/207 .... —9-4 44/Q0// =7:57 
S00... 47-08 9/257 ... 9-5 16) Dae 
Si, ae ete 4 —7:92 LOC Mey eoh —96 46/25// —7:62 
32/407 ....—807 BT Ae Sy ee —9'6 AG! Tote 
BBs anor DOVaetese in KCl 498/ ee eee —7:62 
BAe OE Rais —8-12 401 OD AOI meres 
Ole WN eas —812 TAA aera iets 50/30// .... —T-87 
SO, Me etn. —8$12 13/20/ ....—6:34 SLY, Ses Ae 


Elektromotor. Verhalten der Froschhaut. ae hp 
Bor NY Id SC | Ue Fee ee in KSCN Serres — 8-32 
Seno inK,50, 40/7 .. —105 Ht 32 cue eee 
53/107 .... —7-92 307. —10-4 5/10 ....—8-17 
54/15/7 .... —8-12 Si) Fie —9-95 (a = a gee —8-12 
aoe teeta 32/30// ~911 Ve & eee —8-12 
56/15/7 —8-22 SMI ate on hes. ek inK,SO, 
fag bea era — 8-22 34/20// —8-96 35/7 —6-78 
58/30// — 8-22 S67e cad dies Giada vale —7-13 
Bt sea. SCC At dar: —8-91 ae ee —7-23 
BRNO Fe... 37/10 ....—8-91 Tae Meee —723 
Co a es —8:27 TB no in KBr tI Tair se line —7-08 
2/807. sce. in KSCN O57 7-67. 12/30/ —6:98 
AN) = 8:32 38/15/’ ....—8-71 mie SAG2ON at 
3/30// .... —8:37 S97 Ee —8-46 1a aes ce —6:38 
AS Ae 40/30// ~—8-41 15/30// —6-68 
5/30// —8-37 At a 3: 1G seh cons 4 
ga ae BORA IT ye —8-22 17/30” —6-48 
(el ae —8-37 1576 athe —8-12 1S, 32 
tts ee ee =s3i, 44/40/ ....—8.07 197 Aebe a —6:3 
OF ae a. 45/10” 0... in NO wi!) 920 Seas. —6-34 
10/3005, . . .— 8°37. Pit OF ON lt ee in KCl 
{eB S.2- in KJ AG) OMe, —9-4 30// —831 
igi ae —8-56 LT —911 DN pie —738 
sla)» ieee —8:56 49/1 ice = $01 ye Pee ae —~6-43 
49/B —8-S1 23/107 .... —6:29 
50/107 .... —8-61 24/307... . —6-34 
BI/15/ .... —8-61 ae eee. 
SOME Oc. —8-56 Wee ot 3." —~634 
eee in KSCN SP Been 058 
45/7. —10°45 
DOA Bir —7-42 53/207 .. —10°35 
Pais aoe —7-42 i ah eee ~96 
Meena in KCl DOA ee eens aed f 
30/7 —~8-56 56/-5// .... —9-08 
HO) oli. —8:37 57/40// ....—9-06 
23/10// .... —7-82 Tay at ae 
Q4/10/7 .... —7-72 5s —9-06 Saleh bae 4 —6-76 
25/25// ....—7:84 UAREE —ete i et in KCl 
a ee 35// —797 
27/10// —7-72 ae. oie —8-81 
Gre Seat: 797 (Ue at ee = 87a 
BU, BS... —7-97 9/-5// .... —8:46 £07 he —698 
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TABELLE V, 2 


(Zu Kurve Tafel VII, 2) 


Versuch Nr. 258. 


Alkalichloride 0:01m 


15, Aug. 1917. 


4b 0” 


In CsCl 
PUY ne coue = BEY/ 
28/15/ .... —3:37 
DAS AM een —3'37 
SOA Biers —327 
SUieane oes in NHCI1 
45/7... 465 
St AO eer 45 
RYE Ae oe 
33/10/ —48 
SUM adie —5-44 
35/-5// .... —5 94 
36/457 0... = 6:88 
SKK NT dae 
38/50/" —7:03 
SOC tele 
AO Sects. —7-03 
LL We otek —7:03 
VAD Saad in LiCl 
35// +17-08 
42/_5// +13°9 
AB MS hs +16-53 
447_-5// |, 415-75 
ASTIN pee +15-1 
46/10// +141 
ATE vos Maia +13-45 
48/15// +13-45 
49/10" .. +13-85 
BO arg alee +14:55 
8 Rane +13°9 
52/15// +13-65 
53/10// +14:00 
BAL) Soares 
55/10”. . 413-95 
56/10// +13°95 


67/15” in RbCl 
40// —8:27 
58/15// —12-4 
59/-5// —13-75 
3h 0/10/7 —14:15 
1/-5// —14:05 
DS EON a —14-00 
3/10// —13°5 
4/20" —13:3 
eae = Scene 3 
Cees —12:65 
T/15/ — 12-3 
8/30// —11°85 
OD. a es 
10/-5/’ —11:3 
11/10” —10-7 
12/30/ —106 
LOC aera 
14/10” —101 
AD iap ee a —9-9 
16/10” ....—9-65 
17/35// , ... —9°36 
1S eee 
19/-5// —9-11 
20a —8:92 
PA gwen —8:86 
DET ts —8:81 
IV abo. in KCl 
40// —14:65 
23/20/7 —14-1 
24/-5/7 —13-35 
25 eee —12:9 
PAN AIR cle ia Ee —12°85 
DUS Nae ae 
QE velo. 
QO nee —13-25 
SO aeaera ne —13-4 
31/20/7 .. —13-55 
32/15/7 |. —13-55 
33/-5/7 .. —13-45 
CALL es —13-4 
35/7 >... in NaCl 


50// +141 
35/10’ ..+16-09 
B10 SOR +17:82 
Baby 5 Fa +19-06 
38% eis +20°3 
39/10// +21:15 


40/107 .. 421-75 
41/40 |. +22:35 


AO a e 
AS/ “DIL We 23800) 
WAS ee hae 5 +232 
45/10/” +23-45 
46/40/7 ..+23-85 
AT nes 
ASM? SPE +23-95 
eo Soe +24:05 
50/20/7 +24-05 
By eae Pepe se + 24:05 
20/ si 
50” .... +6:34 
52/1077 .... +2:13 
58/5 ....—01 
BAe gs: 
OGM —1:35 
RAN eater of 
57/10// —1'3 
BS! Sees 
Blam Avert 
ieee OO —3-51 
1/15” ....—3°66 
20 eae — oO 
OME fons 
WA ‘hrs. —4-06 
Ee Seka — 4:36 
6/-5/ .... — 4-7 
TW/15/ 2... —4°95 
8/10” ....—4.95 
9/207 — 505 
10/107 2 — 5-05 
AQIL St oo ws in CsCl 
Ts ee —11:25 
12/-5”’ —13:9 
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Ae Rane —14-4 Sl/at —12°75 QO) reaeere 
14/15/7 ..—14:3 BQ abstae —15:°89 30/30 ..+15-00 
15/207 ,, —14525 Doe pees —15-94 SL aaa es +156 
Gl eons AT PW en: —15:54 82/207 ..+16:04 
177-5” ..—13°8 55/35// |. —14:'8 IAS 2 ee 
1S eres — 13555 GL ayaa seks OLS ong oa —16-63 
BN a ea —13-4 57/25 |, —14:45 EE a eae 
20 eee —13-4 ihe Year eae, SO SC ov. 
PAI era oe 59/10 ..—14-7 OT ieee 
22/107 .. —13:15 5b 0710/7 —14-95 38/30 .. — 17-47 
23/10 ..—13-05 1 erie Be eieicnescar 
24/30/7 |. —12:9 Q/30/7 .. —15-4 4 SE aes 
1D Gere de tek. Sh ae Fe ALO DS ees 
26157) i ad, 473 Sete —155 Lee Dyer arn —18:12 
PALES 3 aeene —12°8 ie ne is 43/40/ |... —18-52 
PAV aces sence —127 6/10/7 —158 AL he ore 
WAS Ae Bote ae —12:7 Tae eu —15-89 4D / ie: Sone cte 
30/15”, .. —12-7 oan cae. i594 46/10// ..—18-66 
40” ....in LiCl 35” ....in NH,Cl Yl os ae —18-66 
507 ..4+16-19 BOL pea18 27 AS) ane —18-76 
31/10” ..+416-19 9/35/7 18-56 20” ....in CsCl 
BPA ans oes +17-77 LOA inte wets —17°87 50 oe el 
33/10” ..+18-07 11/10” —16:88 49/25// ....—18 
Bo eabe 12/207" ., —15-89 50/-5// .... —3-25 
Seabee ey eon lee: 13/10/ —15-25 5110/7 ....—441 
36/-5/7 .. +16-19 14/55// —14:45 5Q/15/ ....—5:3 
87/15». +:15-4 1 pees Se aa re —5:59 
38/15” .. 4-16-19 Ge Soe —14-00 54/10” ....—5:99 
SW? oa daae +16-48 dW lage Siar —137 BW oo nees 
40/20’ ..+15:69 Ht Vie te eee ae —13°-4 56/207 ....—6-29 
41/407 .. 415-25 19/10 .,—12-85 57/30// ....—6-43 
1D ar caTeae 20/25// .,.—12-7 Siete, © WS otewitee 
43/-5/7 .. +1549 21/30” —12°55 BS i Seren —6-43 
MUS ane ae sy7! BY cab 6 0" 6 .s.e. —6-43 
Le Pacing +14-85 Sorc lakets Bia —12-15 OOS vane. in RbCl 
46/157” ..4145 Ds, Sears —12:05 a Aa feet oi = 975 
47/30’ ..4+146 DDL rede —12:05 Q/-5” ©... —9-95 
Sie ha 8 PANTO Bate 3/-5/ ....—9°75 
49/-5/” .. 414-65 PY Mere cle —11:95 4/25/7 _...—9-45 
SO air erancsic +1465 Pelee tre cee —11-85 5/3b7 ....—9'31 
207 ....in KCl 40” ....in NaCl Cae 
35/ ..—3°86 50/7)... 1285 ~ TS eee —9:06 
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SO sate —891 Qi Bee 
A as Pee ibe —8-76 28S 
LOS ee se —8-71 29/07 
LCs eeaeee te —871 415” 
NL) eA oe re inNH,Cl 30 
3077 —7:33 BOM ese 
12/10” ....—8°32 31/10/ 
13/-5/ ....—T:74 BPA ace 
AU ae Bees —7-08 BBG Aer 
15/20” ....—6-78 OY ees 
1G’. Vereae BBY bas 
Deere scer se —658 36/i0// 
18/20 ....—6-48 37/5’ 
TO See ote ere 38/25// 
B00) Bosc —6-43 30 eee 
Q1ES chores —6-43 40/10 
DGS eto in KCl 41/20// 
49/7, 2 117 OP tr: 
22/20/7 |. —12°55 43/-5// 
23/107 ., —12-25 44/10// 
DAI Gees, save —12 25 45/30// 
25/10// ..—12-75 46/ .... 
26/-5/7, .. —13-05 AT/10/ 


AS! eee 
49/107 ..—11:1 
Une ere —10:95 
51/30// —106 
Oto aekees 
530 Pree —103 
Bal Eee: 
5S! eit —101 
NO re crar —9°31 
Blo SER ears 
3/33/7 ....—8.91 
CUP ic Boe 
Done cettes —8-76 
OFF Sree 
TOPS pare —8-46 
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ON THE CALCIUM AND MAGNESIUM CONTENT 
OF THE BLOOD AND TISSUES OF A 
STARVED ANIMAL. 


By 
KIKO GOTO. 


(From tne Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, Tohoku 
Imperial University, Sendai. Director: Prof. Katsuji Inouye.) 


(Recieved for publication, March 22, 1922.) 


INTRODUCTORY. 


Certain organs which are supposed to be immediately essential 
for life live during starvation at the expense of those whose 
functions are accessory. Accordingly, besides the mobilization of 
stored fat and carbohydrate there is an extensive transference of 
nitrogenous substances from organs to organs in the body of fasting 
animals, as demonstrated by van Slyke and Meyer (1914). 
Mineral substances which are important for both the physical and 
chemical processes in the tissues naturally would take part in this 
decomposition and synthesis of tissues. Presumably, all of the salts 
set free from the tissues disintegrated would not simply be eliminat- 
ed, but, in all probability, some of them will be retained in the 
body and used over again elsewhere (Heilner 1906). 

Authors as Forster (1873), Voit (1880), Abderhalden 
(1921, a) and others, seem to assume that some salts can accumulate 
in the animal body and be called upon in need, the seat and 
extent of these storages being almost entirely obscure. Magnus- 
Levy (1906) appears to believe that sodium chloride can not be 
stored in a considerable amount. Goitein (1906) stated that the 
calcium and magnesium administered to the rabbit deposited 
mainly in bones and muscles. Wahlgren (1909) and Padtberg 
(1910) take the skin for an important reservoir of chlorine. 
Weiske (1872), v. Fenyvessy and Freund (1913), Heubner 
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and Rona (1919) and Denis and Minot (1920) among others 
failed to produce experimentally a definite and permanent increase 
in the calcium content of blood and tissues of the normal men and 
animals, whereas Rey (1895) and Voorhoeve (1911) believed to. 
have found a distinct rise of the blood calcium for a fairly long 
time after administration. 

With regard to the mechanisms by which the mineral substances 
may be stored and depleted, there is very little mention made in 
the literature. Patterson (1908) is of opinion that in starvation 
or on a calcium-poor diet the bones can lose calcium by a selective 
autolysis and not, as stated by Weiske (1871, 1873, 1874), by an 
autolysis of bone in mass. Also some authors affirm the ‘“ demine- 
ralisation ” of tissues. 

On the other hand, Abderhalden (1921, b) expressed the view 
that any one of the bones and tissues is not mobilized merely at the 
peace of the others, but is broken down in consequence of its own 
living; the cleavage products are allowed in the normal condition to 
escape directly into urine, feces, etc. and at first on fasting they 
mey be retained and used up to make good the wear and tear of 
the more important organs. 

Numerous experiments have been made regarding the elimina- 
tion of inorganic substances in the course of stravation, but very 
little has been studied on the behaviour of mineral constituents of 
tissues and organs. It is to be presumed that analysis of the 
starved tissues and organs, with special respect to differences in the 
salts content as compared to normal ones, would throw some light 
upon the general problem of the significance of inorganic substances 
in the animal organism. It would further give us certain informa- 
tion as to the chemical changes occurring in the fasting body as 
well as to the mechanism of nutrition. In order to obtain results 
available for the purpose and to get an insight into the relations 
of mineral constituents to each other, it is essential to make all 
estimations in a set of experiments carried out under these same and 
fixed conditions. 


In the investigations reported below I have studied the amount 


Calcium and Magnesium Content. 323 


of basic components of the blood and tissues after starvation. The 
analysis of blood was made in the different stages of fasting, to 
follow the course of : progressive changes; its specific gravity, too, 
was observed. For the purpose of comparison also the blood and 
organs of a number of normal animals were analyzed. 


MeErHops. 


The animals used were young, healthy rabbits, all of male sex. 
In order to minimize the error caused by the difference in food 
previously taken, all of these rabbits have been under observation 
in the laboratory at least a month prior to the experiments, during 
which period they received exclusively tofukara; as a rule, their 
body weight increased somewhat in the early days. 

During the experiments the rabbits were kept in metabolism 
cages placed in a quiet room and muzzled in the fasting period. 
When it was ascertained that the animal, beeing fed on a fixed 
amount of tofukara, maintained its body weight constant at least 
for a week, sample of the normal blood was drawn. The animal 
was then allowed to recover for a week or more, until it regained 
its original body weight. On complete recovery, it was deprived 
of food. The blood for analysis was drawn at definite intervals, 
usually at ten o’clock in the morning. In a certain number of 
experiments rabbits were allowed to starve without being disturbed 
by bleeding, to exclude any possible effect of anaemia produced by 
heemorrhage. 


Olitaining of blood and tissues for analysis. 


The blood was drawn for analysis every third or fourth day of 
the fast. It was obtained, after the skin had been cleaned and 
wiped with xylene, by nicking the ear vein and collecting an amount 
of 5 to 10 gm. by allowing it to run into a weighing bottle and 
weighed. A few drops of blood were taken separately for the 
determination of specific gravity. The specific gravity was deter- 
mined by Hammerschlag’s method. 

As the rabbit was found to be at the Pini of death, after 
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fasting ranging in length from 12 to 23 days, it was bled from 
carotid artery as long as the blocd ran freely and the rest of the blood 
in the body washed out by introducing a six per cent cane sugar 
solution with a moderate pressure into the aorta from the heart. 
Then the organs to be analyzed ‘were taken out and weighed. 
From the liver and leg muscles certain amounts were measured off 
and used to the estimations, while the brain totally was subjected 
to the determinations. 


Method of determination. 


Tt was desired to carry out the determinations as uniformly as 
possible, in addition to the degree of accuracy, so that the relative 
value of the results might be as great as possible. At the same 
time attention was given to avoiding the unnecessary interference 
with the state of animals during the experiment, by too great hzemor- 
rhage or by too frequent withdrawal of blocd for instance. So, 
after some preliminary experiments the following procedure was 
adopted. 

Blood. Immediately after having been weighed, the blood was 
transferred to a platinum dish, the weighing bottle being washed 
out completely by means of a few cubic centimeters of water, 
evaporated to dryness and carefully ignited at as low a temperature 
as possible, until it fumed no longer. 15 to 20 cc. of diluted 
hydrochloric acid were added to the charred mass, warmed, well 
mixed, filtered through an ash-free filter paper (Whatman No. 44 
washed in HCl was used throughout the experiment) and washed. 
Then the calcium and magnesium were determined essentially 
according to the technique of Marriott and Howland (1917), 
involving a modification of the Me.Crudden’s method, after 
having been evaporated down the filtrate with wash water to a small 
volume. A Duboscq colorimeter was used for the purpose of 
colorimetric comparison. 

Tissues. The entire brain or a definite amount, 10-20 em., of 
the liver or muscles were dried in a platinum dish, ignited and 
treated in the same way as the blood. 
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RESULTS AND DIscussron. 


The results obtained in the present experiments are given in 
the following tables. 


TABLE I. 
Analysis of food. 


Tofukara is the refuse derived from manufacturing of tofu which is a food 
articles prepared from soy-bean and largely consumed in this country. It contains 
roughly 80-85 per cent water, 3-4 per cent proteins, 1 per cent fats, 3 per cent 
fibre and 0.5-1.0 per cent ash. The ash obtained from 100 gm. of tofukara given 
to my rabbits contained the following amount (gm.) of mineral substances. 

No. Ca Mg K Na Cl Ss) 1e 

I 0.1476 0.0264 0.0385 0.0309 0.0182 0.0137 0.1072 

II 0.1500 0.0252 0.0367 0.0264 0.0274 0.0206 0.0794 

TEES O}LAS5: 0.02551 0.0493 0.0194 0.0218 0.0275 0 0794 

IV 0.1136 0.02503 0.0337 0.0168 0.0146 0.0206 U.0682 


TABLE II. 


Body weight. 


Day of fasting. 


Month = 
No. me Normal] IV. | VI. |VIII.| XI. | XID. | XVI. |XVIIL) XX. | XXI)X XII. 
a | Oct. 2950 | 2560 £285 2050 
2 Aug. 2865 | 2475 2260 2070 
3 \Jan.-Feb.| 2127 1750 1510 1265] 1160 
4 March 2660 $287 1950 1700 
5 Apr. 2500 2130 1895 1690 1500} 1390 
6 May 2600 2100 1890 1673 1510 
tf July 2500 2180 1800 
8 Aug. 3105 | 2700 2415 2185 
9 Nov. 2288 1713 1490 
TABLE IIL. 
Specific gravity of blood. 
Day of fasting. 
Rabbit ad 2 


No. (Normall Iv. | VI. | VIUL.| XI. | XIL | XVL [XVIIL} XX. | XXI. XXIII. 


1 1.062} 1.059 1.055 
2 1.069} 1.069 1.069) 
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Rabbit Day of fasting. 
No. |Normall IV. | VL | VitL.| XI. | XIL | XVI |XvUL{ xx. | XXL [XxXUIL 
3 | 1.062 1.062 1.058 1.056 
4 1.064 1.065 1.063 1.065 
5 1.064 1.065 1.065 1.066 1.064; 1.062 
6 1.060 1.069 1.067 1.064 1.064 
7 1.058 1.059 1.038 1.054 
8 1.051} 1.050 1.053 1.052 
9 1.062 1.069 1.069 
TABLE IV. 
Mg. calcium per 100 gm. of blood. 
Rabbit Day of fasting. 
No. |Normall Iv. | VI. | vit1.| XZ. | xit | xvz |Xvti) xx. | XxXz [XXII 
Po) aT aol — [eee 3.0 
2 6.4} 6.2 5.1 4.6 
3 6.4 5.3 5.1 d.1 
4 6.7 5.9 5.7 5.6 
5 8.8 8.5 19 TA: 7.8 7.9 
6 Med 6.3 5.5 5.2 T.2 
i 10.5 8.3 O19 5.6 
8 6.4} 6.2 sail 4.7 
9 11.3 8.3 7.2 
TABLE V. 
Mg. magnesium per 100 gm. of blood. 
Rabbit Day of fasting. 
No. Normal] Iv. | Vi. | VIIL| XI. | BG NEST) ONE (QVUE A Sere Nera KelbOx ad) 
1 39| 31 2.6 | 2.0 tee 
2 2.9) 2.5 2.3 2.0 
3 3.7 3.4 3.2 3.1 
£ 4.5 3.6 3.5 3.2 
5 5.6 4.3 4.2 3.9 4.3 3.9 
6 4.9 4.0 3.1 3.2 4.1 
7 6.4 4.9 3.9 3.6 
8 3.0 | 3.4 3.4 3.4 
9 5.1 5.3 4.4 
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TABLE VI. 


Calcium and magnesium content (mg.) of organs per 100 gm. 
of fresh organs. 


neti ee he Weight of organ. Calcium. | Magnesium. 
Liver. 
1 12 48 1.8 (hee 
2 12 58 1.1 8.3 
3 18 32 1.8 11.5 
i 16 48 3.0 11.5 
5 23 31 2.8 8.4 
6 20 42 2.3 10.8 
7 16 40 — 10.2 
8 12 39 1.4 9.9 
ili 12 48 1.6 12.7 
12 16 23 1.3 10.3 
Muscle. 
af 12 24 14.0 
2 12 2.4 13.9 
3 18 2.3 14.3 
4 16 3.8 142 
5 23 2.2 13.6 
6 20 2.6 14.5 
7 16 3.4 12.7 
8 12 2.3 12.8 
11 12 2.2 14.3 
12 16 1.4 18.3 
Brain, 
1 12 9.7 5.7 a bile 
2 12 9.4 6.7 16.5 
3 18 8.6 3.6 13.7 
4 16 9.4 5.6 Alleah 
5 23 9.0 = 8.4 
6 20 8.5 2.6 11.9 
7 16 8.7 7.4 8.3 
8 12 10.2 4.6 14.6 
1 12 7.8 3.6 13.7 
12 16 10,5 6.1 12.7 
EE ce Sint Dinca ct AS a a a ce ene 
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TABLE VIL. 


Average calcium and magnesium content of tissues of the normal rabbit used 


as control. 
Liver Muscle Brain 
—— —— ——— 
Ca Mg Ca Mg Ca Mg 
20 10.5 21 14.3 4.2 139 


An examination of Table IV and V will show that the content 
of calcium and magnesium in the blood gradually diminishes, in 
disagreement with the results of the experiments conducted by Aron 
and Sebauer (1908) on growing animal with calcium-poor diet, 
until about the tenth day of starvation; thereafter their value 
remains practically constant, and that, irrespective of the initial 
value nearly uniform for most of the animals. Particularly the 
calcium however appears to grow again in amount, when the 
animal can stand the starvation for a longer period, as was the 
case with No. 3 and 4, indicating a more extensive breakdown of 
bones and tissues. The fiuctuations occuring in the first days are 
presumably the effect of absorption of the food remaining in the 
intestine. 

As Table VIII shows, the ratio between the two alkaline 
earths during starvation was found to be rather irregular, but 
generally speaking, there is an indication of a slight decline at 
least in a protracted fasting. 

. TABLE VIII. 


Proportion of magnesium to calcium. 


Rabbit Day of fasting. 
No. [Normal] Iv. | Vi. | VIL XI. ||) SUT) OVS va ee we ee 
1 0.83 | 0.75 0.72 0.67 
2 0.45 | 0.40 0 45 0.45 
3 0.58 0.64 0.63 0.61 
4 0.67 0.61 0.61 0.57 
5 0.64 0.51 0.53 0.55 0.55 | 0.49 
6 0.64 0.63 0.56 0.61 0.57 
7 0.61 0.59 0.57 0.64 
8 0.55 0.55 0.67 0.72 
9 0.45 0.64 0.61 
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With regard to the composition of organs after starvation the 
values found were on the whole so nearly like those of the organs 
of the normal rabbits. Analysing the muscles of king salmon 
during the spawning migration, Greene (1919) found their inor- 
ganic constituents remarkably constant throughout the migration 
period. The amount of water present naturally must interfere with 
the percentage composition of tissues. The statement of authors 
who studied the water content of tissues during starvation how- 
ever diverges. Among the newer investigators Benedict (1907, 
1915) admits an increase in the proportion of water in the fasting 
human body, while Moulton (1920) denies this. 

The frequent hemorrhage, as made in the above experiments, 
might have caused error in the results, due either directly to anzemia 
produced by bleeding or indirectly to regeneration of blood 
(Whipple, Hooper and Robsche it, 1920) or to both. There- 
fore, in order to determine if the hemorrhage is to exert any 
influence upon the results of experiments, the following experiments 
were undertaken. 

Sampling of the normal blood was made as usual. As the 
rabbit was brought back to its normal state by continuous feeding, 
it was permitted to fast. Ater fasting of about ten days’ duration 
the blood was drawn and then the fast interrupted. Feeding was 
continued about two weeks, when the rabbit was found to be restored 
to its original condition. It was then subjected to the second fast, 
at the end of which it was bled from the carotid artery, the organs 
were taken out and examined. Table IX and X contain the results. 


TPA Tiki, sD Xt. 
Blood. 
Rabbit Normal At the end of the first fast. |At the end of the second fast, 
abbi 
No. Sp. CG M Length| Sp. Ca Mg |tensth| Sp. Bis Mg 
Gray. 8 | aay. | Grav. mg. | mg. | 48y- | Grav. i mg. 


12 1.062) 7.5 3.4] 11 1.075) 5,2 2.7 | 16 1.060) 3.6 sat 
13 1.066) 8.0 Spay ia ala 1.70 6.4 2.9 eal 1.066) 4.8 2.4 
14 1.064, 8.6 Sey || VTS) 1.064, 6.8 3.3 
15 1.065) 11.0 3.9) | mel 1.069; 5.2 2.5 | 16 1.069) 4.9 2.4 
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TABLE X. 
Organs. 
Liver Muscle Brain 
Rabbit 
No. | Weight | Ca Mg Ca Mg | Weight! Ca Mg 
12 38 1.5 12.0 1.0 10.7 8 42 10.9 
13 21 1.3 TA 2.3 10.9 8 4.7 9.8 
14 32 1.4 13.0 0.9 1 Bhi 8 4.5 11.5 


There is not any marked difference between the results obtain- 
ed in the two sets of experiments, but that the muscle gave some- 
what lower figures in the experiments without bleeding. Clark 
(1920) stated that hemorrhage, caused only a slight and ques- 
tionable change in the calcium content in the blood, even when 
it is repeated a short time intervals. The difference in the 
composition of muscle is too small to lead to very definite con- 
clusions. 

Now, as Katsuyama (1898-99) observed on the fasting rab- 
bits which were previously fed likewise on tofukara and Wellmann 
(1908) on the rabbits which received no food but water, the 
urinary calcium increases as the fast progresses, although at. first 
it falls remarkably. The rise is most distinct late in starvation. 
Furthermore, a large amount of calcium is excreted through the 
intestine, even at the time of starvation. The magnesium output 
shows a gradual dropping down followed by a slight and incons- 
tant rise in the end stadium. 

Bearing these facts in mind the results of the present investi- 
gation would show that the calcium and magnesium of the bones 
and tissues wasted do not accumulate in the blood ; they are quickly 
eliminated with the part of the same substances originally contain- 
ed in surplus in the normal blood and with those which were 
liberated by reduction of the blood volumes. Accordingly, there may 
result a steady fall of their amount in the blood. The amount 
to be found in the blood after about ten days’ fasting perhaps may 
be regarded as such as is necessary for the maintenance of 
functions of the tissues. When the breaking down of bones becomes 
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much more active with the progress of starvation, so the elimination 
no longer can follow the addition from the bones. 

Magnesium must behave nearly the same, but the amount 
liberated by the catabolism should be less than calcium, as its 
proportion to the latter is maintained nearly constant or rather 
reduced, while the output gradually falls. According to Wellmann 
the majority of magnesium excreted during starvation originates in 
the rest of food existing in the intestine. On the last days of 
starvation a slight rise in its output as well as in its content 
of blood may be seen, but much less in degree as com- 
pared with calcium. The breakdown of tissues such as muscles 
proceeds perhaps with an approximately constant rate throughout 
the greatest part of starvation, until the last period where also the 
premortal rise in nitrogen excretion appears. The tissues would 
seem to undergo disintegration in mass during starvation, showing 
that there is no special storage of mineral substances in the tissues. 
Finally the fact that the calcium and magnesium in the blood 
showed an increase only when the animal resisted starvation 
tenaciously would support the view advanced by E. Voit (1901) 
that death from starvation would be due to special injury of certain 
organs and not to a general failure of all the tissues. 
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